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G. Loiseau naquit a Paris d’une famille ot le godt du travail 
et le sens de l’honneur étaient de tradition. Attiré de bonne heure 
par l’étude des sciences, il prend, en Sorbonne, le grade de 
licencié és sciences naturelles. Il entreprend ensuite des études 
de médecine. Nommé externe des hdpitaux, il ne suit pas cepen- 
dant la voie des concours, car il désire consacrer toute son acti- 
vité a des recherches scientifiques. Il accepte avec enthousiasme 
la place d’assistant que, sur la recommandation de J.-B. Charcot, 
Louis Martin lui offre dans un service de |’hdpital Pasteur qui 
vient d’étre créé. Ainsi débute une confiante et affectueuse colla- 
boration qui devait se poursuivre pendant plus de quarante 
années. 

De 1900 4 1902, alors que sévissait 4 Paris une sévére épidémic 
de variole, G. Loiseau assure, avec le dévouement et l’activité 
dont il ne se départira jamais, le fonctionnement d’un service 
hospitalier particuli¢rement chargé. Il fréquente en méme temps 
le laboratoire de Louis Momont ot il s’initie a Ja technique bac- 
tériologique. 

En 1902, Louis Martin lui confie les fonctions de préparateur 
au laboratoire de Ja diphtérie. Dans ce service particulicrement 
important, G. Loiseau donnera toute sa mesure. La mort préma- 
lurée de Louis Momont le met bientdt en présence de lourdes 
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responsabilités. Pendant vingt-huit ans, il va assurer la prépa- 
ration des toxines diphtérique et tétanique, le titrage des sérums 
antidiphtérique et antitétanique, ne cessant d’améliorer le mode 
de préparalion des différents milieux de culture. [Les résultats 
furent si brillants que de trés nombreux médecins ¢trangers 
vinrent s’initier sous sa direction aux techniques pastoriennes de 
préparation des toxines microbiennes et des sérums thérapeu- 
tiques. En 1939, dans un important mémoire publié avec son 
éléve Philippe, il montre la valeur d’un nouveau milieu de 
culture du bacille diphtérique. Ce milieu, dont la composition 
est basée sur les recherches de G. Ramon, est justement consi- 
déré, aprés une expérience de quinze années, comme l'un des 
meilleurs milieux qui existent pour la préparation d’une toxine 
el d’une anatoxine diphtérique de haute valeur antigénique. 

Aux heures sombres de septembre 1914, Loiseau est désigné 
par M. Roux pour diriger les services de sérothérapie repliés 
a Toulouse. De retour a Paris, il assure jusqu’a la fin des hosti- 
lités une préparation intensive de la toxine tétanique servant a la 
préparation du sérum antitétanique indispensable 4 ]’Armée. 

Dés que G. Ramon découvre les anatoxines, G. Loiseau com- 
prend toute importance de cette découverte. Il s’applique a pré- 
parer les toxines les mieux adaptées a lobtention d’anatoxines 
d’un pouvoir élevé. Sous la direction de L. Martin, il pratique, 
avec H. Darré et A. Laffaille, des vaccinations antidiphtérique 
el antitélanique seules ou associées suivant la technique de 
G. Ramon. Des dizaines de milliers de vaccinations par ana- 
toxine furent ainsi pratiquées, affirmant Vinnocuité et la valeur 
de la méthode. 

Eléve de L. Martin et de Maurice Nicolle, G. Loiseau fut, en 
bactériologie, un technicien remarquable, d’une habileté et d’une 
précision peu souvent atteintes. Type méme du pastorien, aimant 
le travail de laboratoire pour le travail méme, G. Loiseau 
& assumé pendant quarante ans une tache entre toutes délicate. 
N’ayant aucune ambition personnelle, il ne cessait de reporter 
sur ses plus modestes collaborateurs le mérite de la réussite et 
nous croyons étre en plein accord avec sa pensée en citant ici 
ceux qui, pendant de longues années, ne lui ménagérent ni leur 
temps, m leur dévouement: Victor et Edmond Gidon, Mare 
Martinerie. 

Atteint, en 1941, par la limite d’age, G. Loiseau est admis 
a Vhonorariat, Demeurant a Paris, sauf pendant les mois d’été, 
passés dans cette propriété de Vernonnet qu'il aimait tant, il 
venait réguli¢rement retrouver ses anciens collégues, ses amis, 
les faisant encore profiter de sa solide érudition et ne manquait 
jamais d’assister aux séances de la Société Francaise de Micro- 
biologie. 
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A un age avancé, G. Loiseau avait conservé une vigueur intel- 
lectuelle et physique qui faisait notre admiration. En décembre 
1949, il ressentit brusquement la premiére atteinte du mal qui 
devait le ravir 4 notre affection. Soutenu par une foi profonde, 
il vit venir la mort avec sérénité et résignation. Jusqu’a ses der- 
niers moments de lucidité, quelques heures a peine avant sa 
mort, il n’a cessé de s’intéresser a la vie de 1]’Institut Pasteur, 
a ses amis dont il évoquait affectueusement le souvenir. ‘Le 
12 septembre, 1] s’éteignait doucement, entouré des soins délicats 
et affectueux de Vadmirable compagne d’une vie qui fut toute 
de travail et d’honnéteté. 


* 
x* 


Si absorbé qu'il ait pu l’étre par sa tache matérielle de chef 
d’un service pratique, G. Loiseau n’en édifia pas moins une 
ceuvre scientifique importante. 

Ayant vécu les premiers temps de |’ére pastorienne, G. Loi- 
seau avait acquis, en méme temps qu’une technique parfaite, 
une connaissance encyclopédique de la Bactériologie dont, avec 
son affabilité coutumiére, il faisait profiter ceux qui eurent 
Vhonneur de travailler avec lui. Nous gardons tous le souvenir 
des lecons si précises et si claires qu’il fit sur Ja diphtérie, tant 
au grand Cours de |’Institut Pasteur qu’a ce Cours de Bactério- 
logie clinique qui fut organisé par Louis Martin a l’intention des 
internes des hépitaux et que de nombreux médecins des hdépitaux 
citent encore comme un modéle d’enseignement. En dehors de 
l'étude de la diphtérie qui fut le principal objet de ses recherches, 
G. Loiseau publia, en collaboration avec Maurice Nicolle et 
Forgeot, d’importants mémoires sur les facteurs de toxicité des 
bactéries et, avec M. Nicolle et Debains, une étude sur le bacille 
de Shiga. 

Nous ne pouvons énumérer ici toutes lés notes publi¢es par 
G. Loiseau sur le bacille diphtérique, sa toxine, son antitoxine. 
Rappelons seulement ses études avec L. Martin et A. Prévot sur 
le pouvoir agglutinant du bacille diphtérique, sur la production 
du sérum antidiphtérique, ’examen des pouvoirs antitoxique et 
agglutinant du sérum antidiphtérique et sa valeur thérapeutique. 
Avec Gessard, il fixe une technique de l’extraction de toxines 
précipitées, étudie avec A. Pettit la réaction tissulaire chez les 
chevaux producteurs de sérum thérapeutique ; avec Maurice 
Nicolle, les propriétés essentielles (antitoxique et albuminoly- 
tique) du sérum antidiphtérique. I] publie avec G. Faroy_ un trés 
important mémoire sur ]’étude expérimentale des fausses mem- 
branes diphtériques trachéales chez le lapin; avec Dujarric de 
la Riviere, le titrage de la toxine et de l’antitoxine diphtérique. 

En 1916, avec Louis Martin, il fait connaitre un procédé qui, 
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basé sur les caractéres de culture de ces germes en gélose pro- 
fonde, permet de différencier le bacille diphtérique vrai des 
bacilles voisins. 

Avec Abt, il étudie les réactions du milieu dans la production 
de la toxine diphtérique et les facteurs de variations du pH dans 
les cultures du bacille diphtérique. A cette époque (1920-1922), 
i! obtient déja une excellente toxine diphtérique qui aida G. Ramon 
dans étude du phénoméne de floculation. 

Durant sa longue carriére, G. Loiseau fut appelé a étudier de 
nombreuses 6pidémies de diphtérie, ce qui lui permit de fixer des 
vegles de prophylaxie et de mettre en évidence importance d’un 
diagnostic bactériologique précis et de la recherche des porteurs 
de germes. Aussi, lorsque, en 1923, G. Ramon découvrit l’ana- 
toxine diphtérique et montra sa valeur pour l’immunisation anti- 
diphtérique, G. Loiseau consacra-t-il une grande partie de son 
activité 4 l’étude de cette nouvelle méthode de prévention. 

Sous la haute direction de Louis Martin, une collaboration trés 
amicale s’établit entre Loiseau, H. Darré et A. Laffaille pendant 
de longues années. Cette collaboration contribua efficacement a la 
diffusion de la vaccination anatoxique. Avec ses collaborateurs, 
G. Loiseau démontre la valeur antigénique chez homme de l’ana- 
toxine diphtérique en mettant en évidence la production d’anti- 
toxine spécifique dans le sang de sujets vaccinés. Il fixe les 
normes d’une vaccination correcte, insistant sur l’importance du 
controle systématique des vaccinations par la réaction de Schick, 
ce qui, grace a une injection supplémentaire, permet de faire 
apparaitre Vimmunité chez les rares sujets réfractaires et de 
réaliser ainsi une solide immunité chez la quasi totalité des sujets 
soumis a la vaccination. Il apporte les preuves que |’immunité 
spécifique conférée par la vaccination anatoxique résiste bien 
4 Vépreuve du temps ainsi qu’en témoignent la persistance du 
pouvoir antitoxique dans le sang et la réaction de Schick négative 
chez les anciens vaccinés et ce, jusqu’aé huit ans aprés la vaccina- 
tion. En méme temps qu’il démontre son efficacité, il affirme, 
aprés des dizaines de milliers de vaccinations, la parfaite inno- 
cuilé de Panatoxine diphtérique. Il met en évidence l’heureuse 
influence de la vaccination en milieu épidémique et réalise dans 
d’importantes collectivités (Ecole d’Infirmiéres ou grandes Ecoles 
de I’Etat) les premiers essais de vaccinations associées dont 
G. Ramon a montré la nécessité et la valeur : antidiphtérique, 
antitétanique, antitypho-paratyphoidique. Il insiste sur la néces- 
sité de ne soumettre & la vaccination triple associée que les 
adultes présentant une réaction de Schick positive, les sujets 
réfractaires ne devant recevoir que le vaccin mixte antitétanique- 
anlity pho-paraty phoidique. 

Pendant prés de vingt ans, Loiseau restera un ardent propa- 
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gandiste de la vacination antidiphtérique. Dans de nombreuses 
notes ou mémoires, a |’Académie de Médecine, a la Société médi- 
cale des Hépitaux, dans les Congres d’Hygiéne, il fera régulie- 
rement le bilan de ses travaux, insistant sur les heureux 
résultats obtenus dans des collectivités « pilotes » (Ecole de 
Vitry, Maison d’Education de la Légion d’honneur) soumises, 
pendant des années, 4 une immunisation dirigée et contrélée, 
collectivités dans lesquelles la diphtérie disparait compleéte- 
ment. Il devance ainsi les heureuses constatations que 1l’on 
reléve dans les statistiques épidémiologiques actuelles qui 
mettent en évidence un recul inespéré de la diphtérie. Pro- 
fondément convaincu de la valeur de la vaccination par les ana- 
toxines, G. Loiseau a consacré les années les plus fécondes de 
sa vie de travail a étayer cette méthode de prévention et & mon- 
trer l’importance des résultats acquis, confirmant sur le terrain 
clinique les résultats obtenus au stade expérimental. I] ne 
ménagea jamais ses forces, organisant, tant en province qu’a 
Paris, des séances de vaccination ou des causeries familiéres au 
cours desquelles il savait convaincre son auditoire, qu il s’agisse 
des médecins ou du public. 


* 
xk 


Esprit cultivé, méthodique et précis, technicien remarquable, 
G. Loiseau fut passionnément attaché 4 la Maison de Pasteur. Il 
nous laisse le souvenir d’un maitre dont l’enseignement fut pré- 
cieux entre tous et d’un ami dont la bonté fut agissante et 
discréte. 


CONDITIONS DE L’EFFICACITE INDUCTRICE 
DU RAYONNEMENT ULTRA-VIOLET 
CHEZ UNE BACTERIE LYSOGENE () 


par Axpret LWOFF. 


(Service de Physiologie microbienne. 
Institut Pasteur, Paris.) 


Dans une population de Bacillus megatherium lysogéene en 
voie de croissance exponentielle en milieu levuré, une faible pro- 
portion de bactéries produit des bactériophages et les libére par 
la lyse (4]. Si une telle population est soumise 4 un rayonnement 
ultra-violet, la totalité des bactéries se lyse en libérant des bacté- 
riophages. Les bactéries lysogénes perpétuent héréditairement 
des probactériophages non infectieux et non pathogénes. Le choc 
induit le développement des probactériophages en bactériophages 
qui sont lbérés par la lyse bactérienne [2]. 

Si des bactéries en voie de développement en milieu synthé- 
tique sont irradiées et transférées dans un miheu levuré, elles 
ne se lysent pas [2]. Il avait été conclu que les bactéries en milieu 
levuré étaient « aptes », les bactéries en milieu synthétique 
« inaptes », Vaptitude correspondant 4 la condition permettant 
au choc inducteur de déclencher la production de bactériophages, 
Pinaptitude a la condition contraire. Cette conclusion posait de 
multiples problémes. Quelle est la nature des substances pré- 
sentes dans Vextrait de levure qui sont responsables de la réali- 
sation de l’aptitude ? Quelles sont les modifications qui permet- 
tront 4 la bactérie de réagir au choc inducteur par la production 
de bactériophages ? Comment agit le choe inducteur ? 

On verra cependant qu’il ne suffit pas d’irradier une bactériec 
aple pour que celle-ci produise des bactériophages. Le dévelop- 
pement des bactériophages dépend, en effet, A la fois de Ja 
nature du milieu dans lequel la bactérie s’est développée avant 
le choc, de Vintensité du choc et de la nature du milieu dans 


(*) Travail effectué avec l’aide d’une subvention du National Cancer 
Institute of the National Institutes of Health, Public Health Service des 
Ktats-Unis d’Amérique. 
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lequel les bactéries seront placées aprés le choc. Rappelons que 
la lumiére visible peut supprimer dans certaines conditions |’effet 
inducteur du choc ultra-violet chez Pseudomonas pyocyanea [3], 
comme aussi |l’effet inducteur des rayons X chez Bacillus mega- 
therium [4]. Un jetne carboné de trois heures 4 37° produit le 
méme effet chez cette bactérie [2]. Par contre, Pseudomonas pyo- 
cyanea, induit par le rayonnement ultra-violet, soumis a un 
jedne carboné, se lysera et produira des bactériophages aprés 
addition de glucose [8]. Le jeQne carboné ne guérit pas non plus 
effet du choc inducteur chez Escherichia coli K-12 lysogéne {5}. 

Enfin, il est essentiel de savoir que certains changements de 
milieu suppriment, eux aussi, l’effet d’un choc inducteur. Nous 
er donnerons pour le moment un seul exemple. Irradions 
a ultra-violet une culture de Bacillus megatherium en milieu 
levuré avec une dose double de la dose minimum nécessaire 
pour provoquer une lyse compléte. La totalité des bactéries 
laissées en milieu levuré se lysera. Etalons sur des boites de 
bouillon peptoné gélosé une dilution de la culture, avant et 
aprés l’irradiation et portons-les immédiatement a l’étuve a 37°, 
i Vobscurité. Le nombre de colonies sera approximativement le 
méme (1). Ceci veut dire que des bactéries « induites » qui se 
seraient lysées en milieu levuré se développent normalement sur 
bouillon gélosé. La restauration par changement de milieu sera 
étudiée et discutée au cours de ce travail. Mais nous tenons 
4 attirer dés maintenant l’attention sur ce phénoméne dont la 
connaissance est essentielle a ceux qui étudient les bactéries 
lysogénes. 

En l’absence de toute irradiation, on observe parfois, au 
cours du développement des cultures, la production de bactério- 
phages par une fraction de la population bactérienne qui 
peut atteindre 30 p. 100. « I] est hors de doute, écrivions-nous, 
que des modifications du métabolisme bactérien sont susceptibles 
d@’induire la production de bactériophages » [2]. Nous avons, 
depuis, effectivement mis en évidence l’action inductrice des 
substances réductrices comme l’acide thiomalique, le glutathion 
réduit ou l’acide l-ascorbique [6]. Des perturbations du métabo- 
lisme bactérien sont donc susceptibles de déclencher le dévelop- 
pement des probactériophages en bactériophages. Cette conclu- 
sion sera discutée dans un autre travail. Mais nous avons tenu 


(1) Le nombre de colonies diminue si les bactéries sont laissées en 
milieu levuré aprés le choc et atteint son minimum au voisinage de 
la vingtiéme minute. L’action inductrice du choc ultra-violet est donc 
guérie dans certaines conditions si la thérapeutique est appliquée 
avant la vingtitme minute. Des phénoménes analogues ont été 
observés aprés induction par les réducteurs. Nous reviendrons sur ces 
phénoménes dans un mémoire ultéricur. 
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a rappeler ces données, fdt-ce trés briévement, pour enlever aux 
expériences relatives a ]’aptitude un peu de leur caractére ésote- 
rique. i) 

Nous exposerons ici les expériences relatives aux conditions 
qui rendent possible l’effet inducteur du choc ultra-violet, a celles 
qui favorisent cet effet et a celles qui le suppriment. 


TECHNIQUES. 


La souche lysogéne 899 de Bacillus megatherium a été mise 
en ceuvre suivant les techniques décrites [2]. Rappelons seule- 
ment que des cultures prélevées pendant Ja phase exponentielle 
de croissance sont transférées dans une boite de Petri, placées 
sur un agitateur et soumises sous 2 mm d’épaisseur au rayon- 
nement d’une lampe A mercure en quartz a haute tension et basse 
pression. La dose du rayonnement est celle qui est mesurée a la 
surface du liquide. Elle sera toujours exprimée en ergs par milli- 
métre carré. Une partie seulement de l’énergie incidente atteint 
les bactéries dans les milieux absorbants. 

Les milieux suivants ont été utilisés : 

1° Bouillon peptoné ; 

2° Milieu levuré caséiné (LC), voir [2] ; 

3° Milieu synthétique (S) : PO,KH,, 3,4 ¢g; SO,(NH,)., 0,5 g; 
©O,Mg(7 H,O), 0,2. ¢.;-(NO,).Ca,- 25 me. SO Be HO. 04 mye 
eau bidistillée, 1 1. KOH pour pH, 7,0. Aprés stérilisation, on 
ajoute 1 em* par litre de la solution oligodynamique [2] et éven- 
tuellement du glucose a 30 p. 100, g. s. pour 2 g/l. 

4° Milieu aux acides aminés (AA). 

On prépare les solutions suivantes a : 

a) d-l-alanine, 0,19 g; glycine, 0,36 g; d-l-leucine, 0,79 ¢; 
d-l-isoleucine, 0,14 g; d-l-sérine, 0,05 g@; d-l-valine, 0.79 ¢; 
milieu S, 100 cm°. 

b) d-l-méthionine, 0,31 g; d-l-phénylalanine, 0,5 ¢ ; I-tyrosine. 
0,45 g ; ltryptophanne, 0,2 @; milieu S, 100 cm?. 

_¢) l-proline, 0,57 g ; I-hydroxyproline, 0,21 g ; acide d-l-aspar- 
tique, 0,8 g; acide l-glutamique, 2,1 g; milieu S, 100 cm’. 

Pour les acides aminés insolubles aux concentrations indi- 
quées, la solution correspond a la saturation 4 20°. Les solutions 
étaient filtrées sur bougie Chamberland. 

Le milieu SAA (synthétique + acides aminés) a la constitution 
suivante : milieu synthétique S, 7 cm*; solution al, 1; solu- 
tion a2, 1; solution a3, 1 cm%. 

a Milieu AAB (synthétique + acides aminés + bouillon) ; 
milieu synthétique S, 6 cm*; solution al, 1; a2, 1; a3, 1 cm? ; 
bouillon peptoné, 1 cm’. 


- 
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REMARQUES SUR LA LYSE. 


C’est la mesure de la densité optique, exprimée en unités de 
l’électrophotométre de Meunier, qui a été principalement utilisée 
pour suivre le comportement des cultures irradiées. Rappelons 
que dans les conditions de nos expériences, une densité optique 
de 100 correspond a 3,4 x 10’ bactéries par centimétre cube. I 
convient de noter que lorsque |’examen de la courbe de crois- 
sance ne révéle pas de baisse de la densité optique, cela ne veut, 
bien entendu, pas dire qu’aucune bactérie ne s’est lysée, mais 
seulement que le pourcentage de bactéries lysées est faible. 

Nous savons aussi que la lyse du B. megatherium peut étre 
induite par la simple anaérobiose [2], mais qu’elle n’est pas 
accompagnée de la libération de bactériophages. Dans les condi- 
tions de nos expériences, la lyse qui suit le choc ultra-violet est 
toujours accompagnée de la libération de bactériophages, ce dont 
nous nous sommes assuré 4 nouveau par des dosages. Si des 
bactéries sont soumises a des doses insuffisantes de rayonnement 
ultra-violet ou X ou a des concentrations insuffisantes de réduc- 
teurs, on observe des lyses partielles de la culture. 

Ceci veut dire qu’une certaine proportion de bactéries, variable 
suivant les expériences, a été induite. Pour ce qui concerne le 
rayonnement ultra-violet, on est en droit de considérer, ou bien 
que les diverses bactéries ont recu un nombre différent de 
photons, ou bien que le rayonnement a touché des objectifs 
différents. Une hypothése du méme ordre pourrait étre consi- 
dérée pour l’acide thiomalique qui atteindrait des concentrations 
variables par bactérie. Mais, dans les conditions de nos expé- 
riences, il y a environ 3 x 10’ bactéries et 6 x 10% molécules 
d’inducteurs par centimétre cube, c’est-a-dire 2 x 10'° molécules 
@’inducteur par bactérie. S’il y a absorption inégale, cela ne 
peut tenir qu’a des différences physiologiques entre bactéries. 
L’hypothése selon laquelle les effets différents seraient dus 4 une 
inégale répartition de l’inducteur dans la bactérie ne pourrait 
étre retenue que si un petit nombre de molécules pénétrait, et 
devait atteindre un objectif spécifique de faible volume. L’hypo- 
thése ne peut étre exclue que la variation des réponses aux 
agents inducteurs est le fait d’une hétérogénéité phénotypique de 
la population dont les divers éléments seraient diversement induc- 
tibles. I] doit étre tenu compte de cette interprétation lorsque 
Von essaiera de tirer des conclusions mathématiques d’expé- 
riences d irradiation. 


CARACTERE RELATIF. DE L APTITUDE. 


Rappelons qu’une culture de B. megatherium en milieu levuré 
caséiné (LC) subissant une irradiation de 250 ergs par milli- 
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metre carré, remise en suspension dans le méme milieu a 37°, 
commence par croitre (croissance résiduelle) pendant quarante- 
cing A cinquante minutes (phase latente) a vitesse réduite, puis 
se lyse en libérant 100 a 200 bactériophages par bactérie {2}. 

Nous avons constaté qu’une culture en milieu synthétique (S) 
irradiée a raison de 250 4 1500 ergs par millimétre carré et 
transférée en bouillon ou en milieu levuré caséiné ne se lyse pas. 
Nous en avions conclu que ces bactéries étaient « inaptes » [2]. 
Le probléme de la nature des substances conférant aptitude 
était posé. Nous avons donc essayé de conférer Vaptitude en 
enrichissant le milieu S avec de la caséine hydrolysée, des acides 
aminés, des bases puriques et pyrimidiques et des vitamines du 
groupe B. Aprés irradiation a doses diverses, les cultures étaient 
transférées en milieu LC ou en bouillon. Des lyses ont été ainsi 
parfois observées. 

Du fait que les cultures se lysaient ou non aprés irradiation 
dans un milieu reconnu favorable au développement du_bacté- 
riophage, nous pensions tirer des conclusions quant a la valeur 
de l’aptitude. Car en notre ignorance, nous nous faisions du 
développement des bactériophages et de l’aptitude une représen- 
tation schématique, simple comme beaucoup d’hypothéses de 
travail, et qu’une longue série d’essais déconcertants devait 
conduire a modifier. I] est inutile de les décrire tout au long. 
Contentons-nous de donner la relation de l’expérience qui imposa 
la notion du caractére relatif a aptitude et A reconnaitre l’exis- 
tence de facteurs conditionnant son expression aprés l’action du 
choc inducteur. 

Une culture en milieu levuré caséiné (LC) est irradiée ect diluée : 
a) dans le méme milieu; b) en bouillon peptoné. Les bactéries 
diluées en LC se lysent. La culture en LC était, par définition, 
apte, puisque, diluée en LC aprés irradiation, elle s’est lysée en 
produisant des bactériophages. La suspension en bouillon se déve- 
loppe exponentiellement a vitesse normale comme si elle n’avait 
pas été irradiée. Ceci veut dire que le pourcentage des bactéries 
qui produit des bactériophages est faible, disons inférieur 
a’ 5 p. 100. Il ne suffit done pas que des bactéries soient aptes 
et aient subi le choc inducteur pour produire des bactériophages. 
Kn effet, les bactéries en milieu levuré caséiné, induites et trans- 
férées en bouillon peptoné se comportent comme si elles avaient 
été inaptes ou comme si elles n’avaient pas été induites. Le 
transfert de la levure caséinée en bouillon a done supprimé 
Veffet du choc inducteur chez 95 p. 100 au moins des germes. 
Cependant, des bactéries cultivées en bouillon, irradiées et 
remises en suspension en bouillon se lysent parfaitement. ‘Le 
bouillon renferme tous les éléments nécessaires a la réalisation 
de Vaptitude et au développement du bactériophage. Mais le 
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hactériophage se développe en bouillon sf les bactéries ont été, 
préalablement au choc inducteur, cultivées en bouillon peptoné 
et non si elles ont été cultivées en levure caséinée. 

La production de bactériophages par une bactérie apte irra- 
diée dépend donc a la fois du milieu dans lequel elle a été cultivée 
avant le choc et du milieu dans lequel elle sera transférée aprés 
le choc. L’aptitude d’une bactérie apparait ainsi comme un 
caractére relatif dont l’expression dépend de facteurs en jeu 
apres le choc inducteur. Du fait qu’une bactérie irradiée se lysera 
ou non, on nest pas en droit de conclure qu’elle était apte ou 
inapte. De méme, si un milieu dans lequel on place les bactéries 
induites permet le développement normal des bactéries, c’est- 
a-dire ne permet pas le développement des bactériophages, on n’a 
pas le droit de conclure qu’il est impropre au développement des 
bactériophages. Le fait qu’il y aura ou non développement 
dépend de la nature du milieu ot les bactéries se sont déve- 
loppées préalablement au choc. 


EXPRESSION DE L’ APTITUDE CHEZ DES BACTERIES INDUITES. 


Mais, pensera-t-on, pourquoi compliquer ainsi les choses en 
changeant de milieu? CO’est que, dans certaines circonstances, 
le bactériophage ne se développe que si, aprés le choc, on trans- 
fére les bactéries d’un milieu dans un autre. Soit, par exemple, 
une culture en milieu synthétique S. Soumettons-la a une irra- 
diation a 1 250 ergs par millimétre carré. Aussit6t apres, diluons 
les bactéries irradiées dans le milieu synthétique [S]} (fig. 1, 
courbe 1), en milieu levuré caséiné (courbe 2), en mileu synthé- 
tique + mélange d’acides aminés [AA] (courbe 3) ef en milieu 
synthétique + acides aminés + bouillon dilué [AAB] (courbe 4). 
Les cultures 1 et 2 se développent normalement. Il y a une lyse 
partielle en 3, une lyse subtotale en 4, lyses accompagnées de la 
hbération de bactériophages. 

Les bactéries irradiées étaient donc aptes. Mais il n’y a eu pro- 
duction de bactériophages par la totalité des bactéries que dans 
le milieu AAB. En fait, ce milieu AAB a été retenu aprés de 
multiples expériences parce quil s’est révélé le plus favorable 
a la production des bactériophages aprés culture en milieu syn- 
thétique. 

Les bactéries cultivées en milieu synthétique sont donc aptes 
puisqu’elles produisent des bactériophages aprés irradiation et 
dilution en AAB. Cependant, ici comme dans |’expérience pré- 
cédente, la production de bactériophages dépend de la nature 
du milieu dans lequel on ensemencera les bactéries aptes apres 
le choe inducteur. Des bactéries cultivées en milieu synthétique 
et irradiées ne se lysent pas si elles sont transférées en milieu 
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levuré. Mais l’absence de lyse est le résultat du changement de 
milieu qui a supprimé l’effet du choc inducteur et non, comme 
nous ]’avions conclu [2], d’un défaut d’aptitude. 
L’aptitude apparait ainsi comme une propriété contngente. 
Cependant, on verra que l’énergie ultra-violette nécessaire pour 
déclencher la production de bactériophages dans un milieu 
donné varie considérablement suivant la nature du milieu préa- 
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Fic. 4. — Culture en milieu synthétique irradiée puis diluée en milieu syn- 
thétique (1), en milieu levuré caséiné (2), milieu AA (3), milieu AAB (4). [Sur 
toutes les figures la densité optique est exprimée en graduations de |’électro- 
photométre de Meunier. Une « densité optique » de 100 correspond & 3,4 X 10’ 
bactéries par centimétre cube. | 


lable au choc. Et il apparaitra aussi que des bactéries peuvent 
étre rendues effectivement incapables de produire des bactério- 
phages. Les expériences qui seront relatées montreront que la 
notion d’aptitude, pour relative qu’elle soit, correspond cepen- 
dant bien a une propriété réelle des bactéries lysogénes. 


FACTEURS AUGMENTANT L’ APTITUDE. 


Une culture en milieu synthétique est divisée en trois parties. 
La premiére, A, est irradiée apres dilution dans le méme milieu 
synthétique, puis additionnée d’acides aminés et de bouillon 
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(AAB). On voit sur la figure 2 A qu'un rayonnement de 1 000 ergs 
induit la lyse totale. 

La seconde partie est diluée en AAB a la méme densité optique 
et irradiée immédiaterent. Une dose de 1 000 ergs par millimétre 
carré (fig. 2 B) ne déclenche plus qu’une lyse partielle. Il faut, 
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Fie. 2. — Culture en milieu synthétique irradiée en milieu synthétique (A), en 
milieu AAB aussitdt aprés la dilution (B) et dans le méme milieu AAB apres 
vingt minutes (C). 


pour produire le méme effet en milieu AAB qu’en milieu S, avoir 
recours A un rayonnement double. Ceci est di a l’absorption de 
PUL Vo par lesmilteu. heel 

La troisiéme partie diluée en AAB est agitée vingt minutes 
a 387°, puis irradiée. On voit (fig. 2C) qu'une dose de 250 ee 
suffit pour induire la lyse totale. En vingt minutes, la dose 
minimum d’U. V. déclenchant une lyse totale est donc passée de 
2 000 a 250 ergs. On peut arbitrairement considérer que, dans 
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des conditions données, l’aptitude est mversement proportion- 
nelle a la dose d’U. V. nécessaire pour induire la lyse de la 
totalité de la population bactérienne. Dans l’expérience décrite, 
Vaptitude a été multipliée par un facteur 16 environ. En effet, 
compte tenu de l’absorption par le milieu, on peut considérer 
qu’une dose de 125 ergs par millimétre carré est la dose minimum 
pour induire la lyse totale. 


ROLE DES ACIDES AMINES. — Une culture en milieu synthétique 
est diluée : a) en milieu S; b) en milieu AA; c) en milieu AAB. 


Fic. 3. — Influence da milieu de culture sur l’aptitude. 
Culture en milieu S (4, 2 et 3), AA (4) et AAB (8 et 6). 


Lorsque les cultures atteignent une densité optique 200, les bac- 
téries a, b et c sont diluées dans le milieu AAB, irradiées aussitdt, 
et laissées dans ce milieu. On voit (fig. 3) que les bactéries qui, 
avant le choc, se sont développées en mileu synthétique ne 
subissent qu’une lyse légére aprés une irradiation de 2 000 ergs 
(fig. 3 ; 1, 2,3) ; celles qui se sont multipliées en milieu AA ou AAB 
sont totalement lysées aprés une irradiation de 250 ergs. Le 
rapport entre les doses efficaces de rayonnement est voisin de 8. 

La présence de trois groupes d’acides aminés augmentant 
Vaptitude, on a cherché a voir si l’un des groupes, ou lun des 
acides aminés était responsable de cet effet. Une culture en 
milieu synthétique a été additionnée des mélanges 3, 1 + 3, 2 + 3, 
1+ 2, 1 + 2+ 3. Aprés une heure, les cultures ont été diluées 
en milieu AAB et soumises & une irradiation de 250 ergs par 
millimétre carré. Ce sont les bactéries cultivées en présence du 
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mélange 1+ 2+3 qui ont montré le pourcentage de lyse le 
plus important (fig. 4). 

L’augmentation de l’aptitude n’est donc pas liée, semble-t-il, a 
un acide aminé spécifique ou a un groupe d’acides aminés, mais a 
la présence de nombreux acides aminés. Le probléme de leur mode 
d’action ne peut étre discuté utilement faute de données suffisantes 
sur la nature de la différence entre bactéries aptes et inaptes. 

La présence des acides aminés des groupes 1, 2 et 3 augmente 
done considérablement Vaptitude. Mais si des bactéries cultivées 
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Fic. 4. — Influence des acides aminés sur l'aptitude. Les bactéries ont été cul- 
tivées pendant une heure en présence de groupes d’acides aminés ou de com- 
binaisons de ces groupes, puis diluées en milieu AAB et seumises & une irra- 
diation de 250 ergs par millimétre carré. 


en milieu AA sont irradiées, puis diluées, d’une part dans le 
méme milieu AA, d’autre part en bouillon glucosé, les effets de 
Virradiation se manifestent de facon toute différente (fig. 5). Les 
bactéries soumises a une irradiation de 350 et 1350 ergs ne 
subissent qu’une lyse partielle en milieu AA. Par contre, les 
bactéries ayant subi une irradiation de 350 ergs subissent une 
lyse totale en bouillon glucosé. L’addition de bouillon augmente 
donc le pourcentage de bactéries qui se lysent. Des bactéries qui 
se comporteraient normalement en l’absence de bouillon pro- 
duisent des bactériophages en sa présence. Ici encore nous 
voyons, comme dans l’expérience représentée sur la figure 1, que 
le sort d’une bactérie apte irradiée dépend de la nature du milieu 
dans lequel on la placera apres le choc inducteur. 
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LA PRODUCTION DE BACTERIOPHAGES EN MILIEU SYNTHETIQUE. — 
Dans une culture de Bacillus megatherium 899 en milieu syn- 
thétique, on trouve toujours des bactériophages, 1 bactériophage 
pour 8 a 4 bactéries environ [2]. Il est donc hors de doute que 
les bactériophages de B. megatherium peuvent se développer en 
présence de glucose comme seule substance organique. Nos pre- 
miers essais d’induction de la lyse par irradiation de cultures en 
milieu synthétique et dilution en milieu synthétique avaient été 
négatifs [2]. Une irradiation maximum de 500 ergs avait été ub- 


150 


Souche enAA ; UV. dilution 
enAA (1,23) ; 
Bouillon glucosé (5, 6) 
(1et 4) témoins non irradiés 


90 


Fie. 5. — Influence sur la lyse des conditions de culture aprés le choc. Bactéries 
cultivées en milieu AA, puis diluées en AA ou en bouillon glucosé. Une irra- 
diation de 330 ergs induit Ja lyse totale des bactéries diluées en bouillon glu- 
cosé, alors qu’une irradiation de 1 350 ergs ne produit qu'une lyse partielle 
des bactéries diluées en milieu AA. 


lisée. Les expériences ont été reprises avec les doses plus fortes. 
Une culture en mulieu synthétique de densité optique 100 
(3,4 x 107 bactéries par centimétre cube) est irradiée et diluée 
dans le méme milieu. On voit (fig. 6) qu’une irradiation de 
« 000 ergs a induit une lyse partielle, une irradiation de 3 000 ergs 
une lyse subtotale. Le rendement unitaire (nombre de phages 
produits par bactérie) a été 47 et 42. Dans les mémes conditions, 
une irradiation de 1500 ergs a provoqué une lyse faible. Des 
irradiations de 500 a 1000 ergs n’ont pas induit de lyse se tra- 
duisant par une baisse de densité optique. 

_ Dans une autre expérience effectuée dans les mémes condi- 
tions, une irradiation de 1250 ergs n’a pas induit de lyse chez 
les bactéries laissées en milieu synthétique (fig. 7, 7). Il y a eu 
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Fie. 6. — Induction en milieu synthétique. 
Bactéries cultivées en milieu S, irradiées et laissées en milieu S. 
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Fic. 7. — Révélation de l’aptitude et de l'induction par dilution en milieu AAB 
aprés le choc. Bactéries cultivées en milieu S, diluées apres. irradiation en S 
ou en AAB. La comparai:on des courbes 1 et 2 est particuliérement sugges- 
live. 
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lyse partielle aprés irradiation de 2 000 ergs, lyse trés impor- 
tante aprés irradiation de 3 000 ergs par millimetre carre (fig. if 
3 et 4). Mais on notera que le nombre de bactériophages libérés 
en 4 est relativement faible : il correspond & une moyenne de 
10 bactériophages seulement par bactérie disparue.— a 

On notera aussi que les bactéries ayant subi une irradiation de 
1 250 ergs et diluées en milieu AAB se sont lysées et ont produit 
environ 100 bactériophages par bactérie lysée (fig. 7, 2). On voit 
ici, une fois de plus, en comparant les courbes 1 et 2, que l’apti- 
tude et le choc inducteur ne sont pas tout puisqu’une bactérie 
apte induite pourra, suivant le milieu ot elle sera plongée, pro- 
duire des bactériophages ou n’en pas produire. 

De toute fagon, le milieu synthétique permet le développement 
des bactériophages chez des bactéries qui se sont développées 
dans le milieu synthétique avant le choc. 

Mais un choc inducteur de 1 250 ergs (fig. 1) qui suffit a induire 
la lyse de bactéries « synthétiques » transférées en milieu AAB 
est sans effet visible sur des bactéries laissées en milieu synthé- 
lique. Pour induire des bactéries « synthétiques » a produire des 
hactériophages en milieu synthétique, il faut beaucoup d’énergie, 
| 500 A 3 000 ergs par millimétre carré. 


SUPPRESSION DE L’APTITUDE PAR LE JEUNE. — Puisque nous 
pouvons diminuer l’aptitude de B. megatherium par culture en 
milieu synthétique, nous sommes en droit de nous demander si 
laptitude peut étre supprimée. 

Ensemencons une souche de B. megatherium dans une fiole 
d’Erlenmeyer contenant du milieu synthétique S avec 1 g de glu- 
cose par litre et agitons 4 37°. Dans les conditions de |’ensemen- 
cement, l’aliment carboné sera entiérement utilisé en cing 
a sept heures. Aprés une dizaine d’heures de jetine a 37°, diluons 
la culture a densité optique 100 en milieu synthétique sans 
glucose, irradions-la et diluons-la en milieu AAB d’une part, 
en milieu S d’autre part (fig. 8). On voit qu'une irradiation de 
“500 ergs a entrainé un ralentissement de la croissance en 
milieu AAB, que la croissance a été meilleure en milieu synthé- 
tique, mais qu’il n’y a pas eu de lyse visible, ni, en milieu syn- 
thétique, lbération notable de bactériophages. 

Dans une autre expérience, les bactéries avaient été ense- 
mencées dans un milieu renfermant 2 g¢ de glucose par litre. Les 
bactéries ayant jetné ont été diluées a densité optique 100 en 
milieu synthétique non glucosé, irradiées, puis diluées en milieu 
synthétique d’une part, en milieu AAB d’autre part. En milieu 
synthétique, il y a eu, aprés deux heures, un léger aplatissement 
de la courbe de croissance, mais pas de lyse. Apres une irra- 
diation de 4000 ergs, la croissance a été tres lente et il n’y 
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a pas eu de lyse durant quatre heures. Les bactéries diluées en 
AAB se sont développées avec un léger retard par rapport au 
témoin aprés une irradiation de 1000 ergs. Aprés une irradiation 
de 2000 ergs, il y a eu, aprés deux cents minutes, lyse de 
15 p. 100 de la culture avec libération normale de bactériophages. 
Avec 4 000 ergs, pas de lyse en cing heures et pas de libération 
nolable de bactériophages. Dans cette expérience, une certaine 
aptitude a persisté qui s’est révélée en milieu AAB. 

D’une expérience a l'autre, les bactéries soumises au jetne ne 
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Fic. 8. — Absence d’aptitude des bactéries soumises au jetine. Bactéries sou- 
mises & un jetine carboné, irradiées, puis diluées en milieu S ou en 
milieu AAB. 


se comportent pas exactement de la méme facon. Mais il ne 
faut pas oublier qu’un milieu synthétique dans lequel se déve- 
loppent des bactéries n’est plus un milieu synthétique puisqu’il 
est modifié par le métabolisme bactérien. Et puis, dans une popu- 
lation soumise au jedne, un certain pourcentage, variable, de 
bactéries peut se lyser et les produits de cette lyse pourraient 
influencer quelques-unes des bactéries survivantes. Quoi qu’il en 
soit, si nous considérons les réactions des bactéries soumises au 
jetine, nous voyons que la privation d’aliment carboné entraine 
une. diminution considérable de l’aptitude. 

Une dose de 125 ergs est suffisante pour déclencher la pro- 
duction de bactériophages par la totalité des germes s’¢tant déve- 
loppés en milieu AAB. Une dose de 2500 ergs ne déclenche pas 
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la lyse de bactéries soumises 4 un jetne préalable a Virradiation. 
De ces expériences, on n’a pas le droit de conclure que Papti- 
tude est supprimée, mais simplement qu’elle est réduite a un 
niveau tel que Ja dose ultra-violette inductrice théorique est supé- 
rieure A la dose compatible avec le développement des bacté- 
riophages. 

Discussion. 


La production de bactériophages par Bacillus megatherium 
lysogéne dépend donc de 3 facteurs : 1° la nature du milieu dans 
lequel les bactéries ont été cultivées avant le choc inducteur : 
2° |intensité du choc inducteur ; 3° la nature du milieu dans 
lequel les bactéries seront placées aprés le choc. 

Si nous considérons, par exemple, une population en voie de 
croissance exponentielle en milieu synthétique, nous voyons 
quwun choc ultra-violet de 1000 & 1500 ergs suffit pour 
déclencher la lyse totale des bactéries qui auront été transférées 
en milieu AAB, mais qu’il faut un choc de 3 000 ergs pour pro- 
duire Je méme effet sur des bactéries transférées en milieu syn- 
thétique. 

Par contre, si les bactéries ont été cultivées en milieu AAB, 
une dose de 125 ergs suffit pour induire la lyse totale dans 
le milieu AAB. D’ot une premiére conclusion : la quantité 
d’énergie nécessaire pour déclencher la lyse dans le milieu AAB 
varie suivant la nature du milieu dans lequel les bactéries se sont 
développées avant le choc et que nous appellerons milieu préa- 
lable. 

I] nous a élé impossible d’obtenir par irradiation ultra-violette 
la lyse totale d’une population de bactéries qui a été soumise 
& un jetine carboné. Une faible proportion seulement des bac- 
téries se lyse. Parfois méme, l’examen des courbes de crois- 
sance ne révéle aucune lyse. Ceci pourrait vouloir dire que 
| énergie nécessaire pour induire la lyse est supérieure aux doses 
compatibles avec le développement des bactériophages. L’apti- 
lude est, de toute facon, considérablement diminuée, I est loi- 
sible, pour le moment, de définir quantitativement laptitude par 
la dose minimum d’énergie nécessaire pour induire la produe- 
tion de bactériophage par la totalité d’une population de hac- 
téries + aptitude variant, bien entendu, en raison inverse de 
énergie. En fait, les choses sont vraisemblablement beaucoup 
plus complexes, de nombreux facteurs sont en jeu pour la pro- 
duction de bacteriophage, et il est des cas ot une augmentation 
d’énergie n’augmente pas la proportion de bactéries induites. 

Les relations entre aptitude et énergie inductrice sont loin de 
nous apparaitre sous la forme dune relation simple. Rappelons 
que, d’aprés I. Jacob, Vaptitude de Pseudomonas pyocyanea 
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diminue avec le jedne carboné [3]. D’aprés E. Borek [5], le jetine 
carboné, aussi bien que le jetine azoté, produisent le méme effet 
chez Escherichia coli K-12. De plus, les mutants de E coli K-12. 
incapables de synthétiser la méthionine ou la leucine, voient éga- 
lement leur aptitude diminuer par la carence en acides aminés [5]. 

Le jetne, ou pour B. megatherium la croissance dans un milieu 
ou le glucose est le seul aliment carboné et ot, par conséquent, 
tous les métabolites essentiels doivent étre synthétisés, entraine 
une diminution de l’aptitude. L’existence d’une différence entre 
bactéries « synthétiques » et bactéries « levurées » est hors de 
doute. Cette différence se traduit-elle par des variations de 
quelques constituants dosables ? Si oui, la variation constatée 
est-elle responsable de l’augmentation de |l’aptitude ? 

L. Siminovitch a mesuré l’absorption au spectrophotométre de 
Beckman : a) de bactéries s’étant développées en milieu synthé- 
tique ; b) de ces bactéries laissées pendant vingt minutes a 37° 
au contact d’un extrait de levure, puis centrifugées et remises 
en suspension en milieu salin. En vingt minutes, l’absorption 


& 2537 A avait doublé. Ceci plaidait en faveur d’une synthése 
accrue d’acide nucléique. On a done comparé, A densité optique 
égale de la culture en lumiére visible, la teneur en acide désoxy- 
ribonucléique (ADRN) et ribonucléique (ARN), suivant la tech- 
nique décrite [7]. Voici les résultats de L. Siminovitch exprimés 
en wg pour | cm* de culture de « densité optique » 100. 


Milieu synthétique ....... 4,1 A} is 4,4 
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A « densité optique » égale il y a donc beaucoup plus d’acide 
nucléique chez les bactéries cultivées en milieu levuré que chez 
les bactéries cultivées en milieu synthétique. Surtout, le rap- 

RN 
ARDN 
« levurées » que chez les bactéries « synthétiques ». Nous n’avons 
pas cru devoir, pour le moment, pousser plus loin ces dosages. 
Car aucun élément ne nous permet de dire si cette augmentation 
des acides nucléiques est ou non responsable de l’augmentation 
de Vaptitude. 

Considérons & nouveau l’effet d’une irradiation donnée sur 
des bactéries cultivées en milieu synthétique. Soit, par exemple, 
1250 ergs par millimétre carré. Les bactéries se lyseront en 


port est notablement plus élevé chez les _ bactéries 
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milieu AAB et non en milieu S. Les acides aminés et le bouillon 
dilué favorisent done le développement du bactériophage. En 
d’autres termes, cerlaines substances ou un certain métabolisme 
est nécessaire pour que le choc puisse conduire au développement 
du probactériophage en bactériophage. Mais, ici encore, la 
conclusion est toute relative, car des bactéries qui se sont déve- 
loppées en levure caséinée et soumises au rayonnement se lyse- 
ront en levure et non en bouillon, alors que le bouillon permet 
le développement des bactériophages si les bactéries ont été 
cultivées en bouillon. Un simple changement de milieu peut 
donc, tout comme le jetine carboné, supprimer |’effet inducteur 
du choc ultra-violet. De multiples problémes, qui sont loin d’étre 
résolus, sont posés par ces constatations. 

Pour faciliter la discussion des données relatives a la lyso- 
génie, nous proposons le terme de « schizogonie » pour désigner 
la multiplication du probactériophage sous forme de probacte- 
riophage et celui de « phagogénie » pour désigner |’ensemble des 
processus qui s’écoulent entre l’induction et l’apparition de 
bactériophages, Cette phagogénie des bactéries lysogénes semble 
correspondre au développement du bactériophage chez une bac- 
térie sensible infectée. Schizogonie et phagogénie dépendent 
manifestement du métabolisme de la bactérie hdte. La schizo- 
gonie est compatible avec la multiplication bactérienne ; c’est a 
condition méme de Jlexistence des bactéries lysogénes. Au 
contraire, le déclenchement de la phagogénie entraine, comme 
Pont montré L. Siminovitch et S. Rapkine [7], Parrét de la syn- 
thése de Vacide désoxyribonucléique bactérien, puis une synthése 
WVA.D.R.N. a vitesse accrue et enfin la lyse. 

Tl est difficile de concevoir ces phénoménes autrement que 
comme le résultat de perturbations métaboliques, qu’il s’agisse 
@ inhibition, d’activation, voire méme de synthése d’un ou plu- 
sieurs enzymes, L’étude des facteurs chimiques de 1]’induction 
qui sera donnée dans un travail ultérieur apportera des données 
sur ces questions. Pour le moment, nous devons nous contenter 
de constater que l’efficacité inductrice d’une irradiation ultra- 
violette donnée varie considérablement suivant la nature du 
milieu ‘dans lequel les bactéries se sont développées. Et aussi 
que irradiation n’imprime pas a Bacillus megatherium une 
modification permanente : l’effet du choc inducteur est en effet 
supprimé par une modification appropriée du milieu, c’est-a-dire 
par une modification du métabolisme bactérien. 

Tant que nous ne connaitrons pas la nature. de la différence 
entre probactériophage et bactériophage, entre schizogonie et 
phagogénie, tant que nous ignorerons la nature des modifications 
responsables de laptitude, le mécanisme de l’action du choc 
ultra-violet et celui des inducteurs chimiques, nous n’aurons de 
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la lysogénie et de Vaptitude qu’une connaissance bien incom- 
plete. Il importe toutefois, pour éviter des interprétations 
erronées, de ne pas méconnaitre la complexité du probléme ect 
la multiplicité des facteurs qui interviennent dans la biologie des 
probactériophages. 


RESUME ET CONCLUSIONS. 


1° Les conditions de l’efficacité inductrice du choc ultra-violet 
ont été étudiées chez Bacillus megatherium 899 lysogéne. Le déve- 
loppement du probactériophage en bactériophage ou phagogénie 
dépend de plusieurs facteurs : a) la nature du milieu dans lequel 
les bactéries se sont développées avant le choc ; b) l’intensité du 
choc ; c) la nature du milieu ot les bactéries sont placées aprés 
le choc. 

2° Chez des bactéries en voie de croissance exponentielle en 
milieu levuré ou en milieu aux acides aminés + bouillon dilué 
(milieu AAB), un rayonnement ultra-violet de 125 ergs par milli- 
métre carré provoque la formation de bactériophage chez la tota- 
lité des germes. Une dose de 3 000 ergs est nécessaire pour pro- 
duire le méme effet en milieu synthétique. Ces conclusions 
concernent des bactéries qui ne subissent pas de changement de 
milieu aprés le choc. 

3° I] est impossible d’induire la lyse de la totalité d’une popu- 
lation de bactéries ayant subi un jedne carboné prolongé. 

4° Des hactéries cultivées en milieu synthétique et soumises 
4 une irradiation de 1 250 ergs par millimétre carré peuvent, ou 
bien se développer quasi normalement si elles sont laissées en 
milieu synthétique, ou bien produire des bactériophages si elles 
sont transférées en milieu AAB. 

5° Des bactéries cultivées en milieu levuré et soumises a une 
irradiation de 1000 ergs peuvent, ou bien produire des bactério- 
phages si elles sont laissées en milieu levuré, ou bien se déve- 
lopper quasi normalement si elles sont transférées en bouillon. 

6° Les effets inducteurs d’un rayonnement donné peuvent donc, 
ou bien étre révélés, ou bien étre supprimés par un changement 
de milieu. 

7° L’aptitude ne se révélera, aprés un choc inducteur, que dans 
un milieu de constitution appropriée. 

8° [La formation de bactériophages aprés un choc ultra-violet 
dépend a la fois de la condition des bactéries avant et aprés le 
choc. L’aptitude et l’induction correspondent a un ensemble de 
propriétés ou de changements de propriétés qui n’aboutissent 
a la production de bactériophages que dans des conditions déter- 
minées, 

9° T’expression de l’aptitude aprés le choc inducteur, l’expres- 
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sion de induction, semblent sous la dépendance de modifications 
du métabolisme du systéme bactérie-probactériophage tel qu'il 
est influencé par le milieu et les changements de milieux. 
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INDUCTION, PAR LES RAYONS X. 
DE LA PRODUCTION D'UN BACTERIOPHAGE 
CHEZ B. MEGATHERIUM LYSOGENE 


par Raymonn LATARJET 


(avec la collaboration technique de Linrans CHAMAILLARD 
et Pierre MORENNE). 


Il est souvent instructif de comparer, sur un matériel biolo- 
gique déterminé, les effets des radiations ionisantes et des rayons 
ultraviolets non ionisants. Ces agents produisent en général des 
lésions de méme type, dont les différences éventuelles sont liées 
a ce qui distingue l’un de l’autre ces deux groupes de radiations, 
a savoir la nature et la distribution de leurs processus physiques 
d’absorption. En conséquence, l’étude comparée des radio- 
lésions produites par rayons X et UV constitue une intéressante 
méthode d’investigation radio-biologique. 

Puisque les rayons UV induisent, dans certaines conditions, 
la production de bactériophages chez des bactéries lysogénes, et 
la lyse subséquente des cellules bactériennes [4], on pouvait 
s’attendre au méme type d’induction par les rayons X. Cette 
attente fut confirmée dés les premiers essais (cité dans [4)). 


I. TecHNIQUE EXPERIMENTALE. — La technique bactériologique 
est identique a celle que Lwoff, Siminovitch et Kjeldgaard ont 
décrite en détails [4]. Une culture de B. megatherium 899, en 
croissance dans un milieu approprié, et ayant atteint une concen- 
tration d’environ 3,5.10" bactéries par centimétre cube, est 
irradiée en couche mince, puis diluée en milieu nutritif et mise 
en incubation a 37° sous aération. Périodiquement (toutes les 
vingt minutes), on mesure la densité optique de cette culture, 
aprés quoi l’on peut tracer la courbe de croissance en fonction 
du temps. La lyse, consécutive a la multiplication du phage 
induite par lirradiation, se traduit par une chute rapide de la 
densité optique. Etant donné l’analogie des courbes obtenues ici 
avec les rayons X et des courbes précédemment obtenues avec les 
rayons UV [4], nous n’avons pas jugé nécessaire de controler cette 
lyse par des titrages de phages. 

La source est une anti-cathode de molybdéne fonctionnant 
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sous 33 kV et 30 mA avec une longueur d’onde moyenne de 
6,95 A, pope Den aa aD coefficient moyen d’absorption dans 
Veau égal a 3,3 cm—!. L’intensité a la surface de la préparation 
est égale a 8 000 r par minute. La suspension bactérienne étanl 
irradiée sous une épaisseur de 0,25 cm, une dose incidente de 
1 000 r correspond a une dose effectivement absorbée de 700 rep. 

Dans certaines expériences, les rayons X ont été comparés 
aux UV. Ceux-ci étaient fournis par une lampe germicide (al- 


DENSITE 
OPTIQUE 


2 3 5 
paren TEMPS — 
Fic. 1. — Action de diverses doses de rayons X sur B. megatheriurm 


4:40 000 r; 2: 20 000 r; 3: 30 000 r; 4: 40 000 r; 5 : 50 000 r (doses inci- 
dentes). Les irradiations sont pratiquées aux instants figurés par le début de 
chaque courbe. En abscisses : Je temps d’incubation & 37°, une division corres- 
pondant 4 20 minutes. 


lois fournissant la raie de résonance 2537 A sous une intensité 
de 1000 ergs mm? minute—. 


II. InpuUcTION PAR RaAyons X. Comme les rayons UV, les 
rayons X induisent la pad uciee de bactériophages ; celle-ci se 
déroule au cours d’une période de quarante minutes environ, 
’ 37°, pendant laquelle les bactéries irradiées se divisent — ou 
se cloisonnent — une ou deux fois. Puis la lyse commence et 

s’achéve en une vingtaine de minutes. Elle est plus ou moins 
compléte, suivant la dose de rayonnement et suivant la nature 
des milieux de culture qui déterminent « l’aptitude » de la 
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culture & subir l’induction {4]. La figure 1 donne l’exemple d’une 
culture préparée et irradiée en milieu synthétique, pus diluée 
dans un mélange d’acides aminés et de bouillon. La dose de 
10 000 r est a peu prés sans effet ; la dose de 20 000 r lyse une 
faible fraction des cellules ; cette fraction augmente avec la dose 
el atteint prés de 100 p. 100 pour 50000 r. Les doses encore 
plus fortes endommagent si profondément la_bactérie que les 
fonctions nécessaires au développement du phage se trouvent 


DENSITE 
OPTIQUE 


at UV. 


2000 ergs mm-2 


60000 * 
TEMPS 
Fic. 2. — Exemple d'une culture apte vis-a-vis des rayons X et inapte vis-a-vis 


des rayons UV. (Des doses UV comprises entre 2 000 et 14 000 ergs mm—®? ont 
été explorées, les cultures étant toujours poussées jusqu’a leur développe- 
ment total; la lyse ne s’est produite dans aucun cas.) 


entravées. Le phénoméne perd alors progressivement de son 
ampleur. 

L’effet inducteur des UV est supprimé par une forte dose de 
lumiére visible administrée suffisamment tot aprés Virradia- 
tion UV [4]; il y a photo-restauration de Vinduction UV. La 
méme restauration compléte s’observe aprés l’induction par les 
rayons X, phénoméne remarquable qui constitue le seul cas 
actuellement connu de photo-restauration aprés administration de 


rayons ionisants {3}. 


II]. CoMPaARAISON DES APTITUDES A L’EGARD DES RAYONS X ET LV 
DANS DIVERS MILIEUX DE CULTURE. — Lwoff [8] a montré combien 
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l’aptitude de B. megatherium a subir la radio-induction UV 
dépend de la composition des milieux de croissance utilisés avant 
et aprés le choc inducteur. La méme sujétion s’observe avec les 
rayons X. En général, l’aptitude a l’égard des X coincide avec 
Vaptitude a l’égard des UV (tableau I, lignes 1, 2, 3). Ainsi, 
dans les 2 cas, l’aptitude des bactéries qui se sont développées 
en milieu synthétique est réduite alors que celle des bactéries 
qui se sont multipliées dans un extrait de levure caséiné, est 
élevée. 

Toutefois, dans certains milieux, tel le bouillon Difco a 
8 p. 1000, une culture peut étre apte vis-a-vis des X et inapte vis- 
a-vis des UV (tableau I, lignes 4 et 5). La figure 2 donne l’exemple 
d’une culture en bouillon Difco irradiée et remise en bouillon, 
inapte a l’induction par UV et fortement apte 4 l’induction par X. 
Cette dissociation montre que les inductions par X et par UV ne 
procédent pas de mécanismes entiérement superposables. 


TaBLeAu I. — Aptitudes comparées aux inductions 
par rayons X et UV dans certains milieux de culture. 


MILIEU DE CULTURE APTITUDE 


Avant et pendant lirradiation Apres Virradiation 


Synthétique. Synthétique. 
Synothétique. 44+2+4+3+4+5/10 
Extrait de levure caséiné.|Extrait de levure caséiné. 
Synthétique. Bouillon Difco. 
Bouillon Difco. Bouillon Difco. 


IV. ENERGIE RADIANTE NECESSAIRE A L’INDUCTION. — On peut dire 
qu’une culture est d’autant plus apte que l’énergie radiante 
nécessaire pour provoquer la lyse maximum est plus faible. Cette 
quantité d’énergie permet ainsi d’estimer l’aptitude, et, par 
ailleurs, de comparer les efficacités de rayonnements différents. 

Considérons une culture de B. megatherium 899 en milieu 
synthétique, irradiée dans ce milieu et cultivée ensuite en 
milieu 1 + 2+ 3+ b/10 (tableau I, ligne 2). Dans les conditions 
expérimentales précitées (§ II), les doses incidentes des rayons X 
et UV produisant le méme degré de lyse sont liées entre elles 
par l’équivalence de 1000 ergs mm—*? (UV) A 20.000 r (X). Par 
exemple, la lyse maximum est obtenue avec 2 000 ergs mm—? (UV) 
et 40 000 r (X). Le milieu (irradiation étant transparent aux UV 
et son coefficient d’absorption aux rayons X utilisés étant connu, 
on peut calculer les relations entre doses incidentes et doses 
absorbées par unité de volume bactérien, 
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Pour les rayons X utilisés (§ 1), une dose incidente de 1 000 r 
correspond a la production de 1100 ionisations par 3, soit 
a l’absorption d’une énergie égale a 6.10-* erg par yu’. La dose 
de 20 000 r correspond ainsi a absorption de 1,2.10—* erg par yu. 

Pour les rayons UV, une dose incidente de 1000 ergs mm~? 
correspond a |’absorption d’une énergie de l’ordre de 3.10-* erg 
par p® de bactérie, dont la majeure partie se localise dans les 
nucléoprotéines. 

Le rapport des énergies absorbées produisant le méme degré 
d’induction est donc égal ici a: 

UV 8.40—-4 
Lies 

Envisagés sous cet angle de l’énergie absorbée, les rayons X 
apparaissent, dans ce cas particulier, deux cent cinquante fois 
plus efficaces que les UV. En comparant ce rapport a ceux que 
Von peut observer dans d’autres radio-effets sur la méme_ bac- 
térie (effet léthal, mutations induites, etc.) on recueillera peut- 
étre des indications sur le mécanisme de |’induction. 
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INFLUENCE FAVORISANTE DU VIRUS GRIPPAL 
SUR LES INFECTIONS ASSOCIEES 


par Paut BORDET et Liss QUERSIN-THIRY. 


(Inslitul Pasteur de Bruzelles.) 


En découvrant le virus de la grippe et en reconnaissant la 
réceptivité du furet A son égard, Smith, Andrewes et Laidlaw, 
en 1933, ouvraient la voie a l’étude expérimentale de cette 
maladie. L’année suivante, ces mémes auteurs montraient que la 
souris y est également réceptive ; et l’on sait que, du moins 
aprés quelques passages, le virus grippal, inoculé par la voie 
intranasale, développe chez cet animal une pneumonie mortelle, 
consécutive & une multiplication intense du virus tn vivo. 

Méme si on lintroduit par d’autres voies, le virus grippal, 
a condition de employer a forte dose, est capable de tuer la 
souris ; or, dans ce cas, il ne se multiplie pas in vivo, et ses 
effets, décrits en 1946 par G. Henle et W. Henle [4], peuvent 
donc étre considérés comme de nature toxique. En particulier, 
selon ces auteurs, l’injection intracérébrale de liquide allan- 
toidien virulent et non dilué provoque des convulsions toniques 
et cloniques et entraine la mort de l’animal aprés vingt-quatre 
a soixante-douze heures. Injecté par la voie intra-abdominale ou 
intraveineuse, ce liquide tue les souris en huit a quatre-vingt- 
seize heures, en déterminant réguliérement des lésions nécro- 
tiques diffuses du foie et de la rate; on observe parfois, en 
outre, un engorgement de la circulation mésentérique et de la 
congestion pulmonaire ; on note enfin, surtout lorsque la souris 
a survécu deux a trois jours, la présence d’un épanchement 
pleural ; les tentatives de passages par inoculation de suspen- 
sions d’organe lésé ont échoué. Ces effets toxiques sont spécifi- 
quement empéchés par l’immunsérum homologue, et la vacci- 
nation préalable des souris les protége contre eux. 

Dans le méme travail, Henle et Henle signalent, sans commen- 
iaires, avoir pu provoquer de la méme facon la mort de rats 
blanes, de cobayes et de lapins. 

Selon ces auteurs, enfin, la toxicité ainsi mise en évidence 
parait intimement liée au virus méme ; elle n’est séparable de 
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celui-ci ni par la centrifugation, ni par l’adsorption sur hématies 
suivie d’élution. Toutefois, le pouvoir infectant du virus se 
montre plus sensible que le pouvoir toxique, a l’action du chauf- 
fage, du formol et des UV, sans qu’il soit possible pourtant 
dobtenir, par l’emploi de ces agents, une préparation encore 
toxique, bien qu’ayant perdu tout pouvoir infectant. Un autre 
caractére différentiel entre le pouvoir infectant et la toxicité 
consisterait en ce que, dans les cultures en embryon de poule, 
le premier atteint souvent son maximum vingt-quatre heures déja 
aprés l’inoculation, tandis que la toxicité n’est pas encore déce- 
lable & ce moment et n’est bien marquée qu’aprés quarante-huit 
heures, 

Depuis ce travail initial de Henle et Henle, les propriétés 
toxiques du virus grippal ont encore fait l’objet de plusieurs 
publications. 

En 1948, S. Harris et W. Henle [2] ont reconnu que injection 
intraveineuse de liquide allantoidien virulent provoque chez le 
lapin, aprés trois heures, une diminution marquée, dépassant 
70 p. 100, du nombre des lymphocytes du sang ; cette lympho- 
cytopénie ne dure que quelques heures et ne s’accompagne 
d’aucune diminution du nombre des polynucléaires, dont les 
aptitudes phagocytaires, appréciées a l’égard de pneumocoques R 
tués, se montrent également inchangées. Cette lymphopénie 
s’accompagne de fiévre (Wagner, Bennett et Lequire [8]), laquelle, 
d’aprés ces auteurs, serait causée par un facteur probablement 
identique a |’hémagglutinine. 

L’injection intraveineuse de virus grippal, chez le rat, pro- 
voque, aprés quelques minutes, une chute de la pression san- 
guine (Kempf et Chang [4]), due a un facteur neutralisable par le 
sérum anti-grippal et relativement thermostable : il n’est détruit, 
par chauffage A 56°, qu’aprés seize heures. 

Henle et Henle avaient déja attiré l’attention sur lutilité, pour 
obtenir des cultures bien toxiques, d’inoculer les ceufs a l’aide 
de suspensions virulentes hautement diluées. Dans le méme ordre 
@idées, McKee [5] a montré depuis que les inoculations en série 
de virus non dilué conduisent a )’obtention de cultures qui, bien 
que présentant un titre hémagglutinant élevé, ne provoquent pas 
d’accidents par injection intracérébrale a la souris ; au point de 
vue antigénique, ce virus non toxique parait équivalent au virus 
normal. 

Le degré de toxicité du virus grippal (souche PR8) a été 
récemment précisé par Kempf et Harkness [6], 4 l’égard du furet. 
La dose de virus capable de tuer par intoxication l’animal auquel 
on Vinjecte par voie intraveineuse, étant corrélative du_ titre 
hémagglutinant de la suspension virulente utilisée, peut étre 
estimée en unités hémagglutinantes par gramme d’animal; le 


396 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


nombre d’unités est calculé en divisant, par le poids de l’animal 
exprimé en grammes, le produit du titre de la suspension par 
le nombre de centimetres cubes injectés. Ainsi exprimée, la dose 
capable de tuer 75 p. 100 des animaux dans un délai de dix-huit 
heures — la briéveté de ce délai permettant d’attribuer la mort 
a la seule action toxique du virus — s’éléve 4 154 unités. La 
souris se montre plus sensible a l’intoxication, la dose mortelle, 
ainsi calculée, n’étant pour cet animal que de 53 unités hémagglu- 
linanles par gramme, 

L’importance du role joué par les infections secondaires dans 
la gravité de la grippe chez homme confére un intérét parti- 
culier A l’étude expérimentale du probléme de la sensibilisation, 
par le virus grippal, aux infections bactériennes associées. Peu 
d’observations ont été recueillies jusqu’a présent a ce sujet, el 
elles concernent exclusivement linfection grippale de la souris. 
C’est ainsi que Harford, Leidler et Hara [7] ont constaté que, 
apres inoculation de virus grippal par la voie respiratoire, 
Vinhalation de pneumocoques provoque chez Ja souris une infee- 
tion plus grave qu’en l’absence de virus, pour autant toutefois 
que l’infection par le virus ait déja causé des lésions macrosco- 
piquement décelables au moment ot les pneumocoques sont 
introduits. D’autre part, Carlisle [8] a reconnu que linoculation 
intranasale, chez la souris, d’une dose infra-mortelle de virus 
erippal A diminue la résistance de l’animal a un streptocoque 
hémolytique du groupe C ultérieurement introduit par la méme 
voie ; c’est du quatriéme au douziéme jour aprés I inoculation 
virulente que Vaugmentation de la sensibilité a ce streptocoque 
se marque le mieux. 

Signalons enfin que D. J. Merchant et H. R. Morgan [9} ont 
éludié récemment les effets du virus grippal, in vitro, sur la 
phagocytose de bactéries tuées. IIs se sont adressés, dans ce but, 
aux leucocytes de cobaye qui, comme l’avaient montré Nungester, 
Gordon et Collins [10], partagent avec les hématies de cet animal 
la propriété d’étre agglutinables par le virus grippal. Dans des 
mélanges de suspension leucocytaire et de suspension virulente, 
ils introduisent, apres quinze minules, une suspension de bacilles 
du charbon tués par chauffage. Estimée aprés quinze minutes 
de contact & 37°, par détermination du pourcentage des cellules 
qui ont englobé des hactéries, la phagocytose apparait, par rap- 
port aux mélanges témoings ne contenant pas de virus, réduite 
dans une mesure modérée mais appréciable, soit dans la pro- 
portion de 20 a 30 p. 100, Cet effet inhibiteur du virus est 
supprimé lorsque celui-ci_ a été préalablement’ neutralisé par 
Yimmunsérum homologue, ou lorsqu’il a été chauffé pendant 


quarante minutes a 50°, bien que ce chauffage respecte le pou- 
voir hémageglutinant. 
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Nous avons entrepris l’étude de la sensibilisation par le virus 
erippal aux infections bactériennes secondaires en choisissant le 
cobaye comme animal d’expérience, et la voie intrapéritonéale 
pour les inoculations. Si elle se dénoneait méme chez cette 
espéce animale, non réceptive a J’infection grippale, une telle 
sensibilisation n’en serait que plus frappante, et l’absence de 
multiplication du virus in vivo permettrait de l’attribuer a un 
effet toxique direct du virus, dont l’action pourrait sans doute, 
de ce fait, étre analysée plus aisément; par ailleurs, la voie 
intrapéritonéale est spécialement propice a |’étude des réactions 
consécutives a linoculation. Pour déterminer |’infection bacté- 
rienne secondaire, il était indiqué de s’adresser A une espéce 
connue comme particuliérement apte A se développer au cours 
de la grippe chez l’homme: nous avons choisi le bacille de 
Pfeiffer, dont la fréquence au cours de la grippe est telle qu’il 
fut considéré, lors de sa découverte, comme l’agent méme de 
cette maladie, et qui présente en outre l’avantage de n’étre doué, 
a l’égard du cobaye, que d’une virulence médiocre, dont |’exal- 
tation éventuelle serait corrélativement facile a déceler. 


Le virus dont nous nous sommes servis est du virus grippal A, 
souche PR8, qui nous a été obligeamment fourni par le professeur 
Lépine, de l'Institut Pasteur. Des ceufs embryonnés A4gés de 10 ou 
11 jours sont inoculés par voie allantoidienne 4 l’aide de 0,1 cm? 
d’une dilution 10—° de liquide allantoidien virulent. Aprés un séjour 
de quarante-huit heures 4 36°, les embryons sont refroidis pendant 
quelques heures a 4°, et les liquides allantoidiens recueillis. Aprés un 
test rapide d’hémagglutination, les liquides positifs sont réunis. On 
contréle par ensemencement la stérilité bactériologique du mélange 
ainsi obtenu et on détermine son titre hémagglutinant, a l’égard de 
globules rouges humains du groupe O, par la technique classique telle 
que la préconise le « Committee on standard serological procedures in 
influenza studies » (J. Immunol., 1950, 65, 347). Selon les lots, ce titre 
est de 1/512 ou 1/1024. Du liquide allantoidien recueilli chez des 
embryons neufs sert de témoin. 

La souche de bacille de Pfeiffer que nous avons utilisée, isolée d’un 
crachat provenant d’un cas de trachéite, tue le cobaye neuf de 300 
’ 825 g par injection intrapéritonéale, A une dose comprise entre 
1 et 2 cm® de culture en bouillon-sang Agée de vingt-quatre heures. 
A lVautopsie, on retrouve le bacille dans l’exsudat péritonéal, ot il 
pullule, et dans le sang du coeur, dans lequel on peut le mettre en 
évidence par ensemencement sur gélose au sang. 

On démontre aisément, par des expériences du type de celle que 
nous (écrivons ci-dessous, que Jl inoculation préalable de _ virus 
erippal au cobaye le rend plus sensible 4 l’infection par cette souche 
de bacille de Pfeiffer. 

On dispose de 5 cobayes, de poids compris entre 300 et 325 ¢. On 
injecte par la voie intrapéritonéale 5 cm* de liquide allantoidien 
virulent A trois d’entre eux et, aux deux autres, le méme volume de 
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liquide allantoidien normal. Aprés quinze a trente minutes, un cobaye 
de chacun de ces deux lots recoit, par la méme voie, 0,5 cm*, et un 
autre 0, 75 cm® de culture de bacille de Pfeiffer en bouillon-sang, agée 
de 24 heures. Les deux cobayes inoculés de virus grippal, puis 
de bacille de Pfeiffer, succombent : celui qui a recu 0,75 cm* de la 
culture, aprés dix-sept heures, et celui qui en a regu 0,5 cm®, aprés 
quarante-huit heures. Tous deux montrent, a l’autopsie, un exsudat 
péritonéal abondant et fluide, dans lequel le bacille de Pfeiffer pullule ; 
les cavités pleurales contiennent un exsudat séreux abondant dont 
lensemencement développe une culture de bacille de Pfeiffer ; la 
culture du sang du cceur est également positive. Le cobaye n’ayant 
recu que du virus grippal survit. Il en est de méme de ceux auxquels 
on a injecté du liquide allantoidien normal, puis du bacille de 
Pfeiffer ; une ponction de la cavité péritonéale, pratiquée chez ces ani- 
maux vingt-quatre heures aprés l’inoculation, ne livre que tres peu 
d’exsudat, dont la quantité restreinte et la consistance épaisse 
contrastent avec l’abondance et la fluidité de |’exsudat apparu chez 
les animaux inoculés de virus grippal ; en outre, ]’exsudat recueilli 
chez ces cobayes témoins ne montre pas de bacilles de Pfeiffer : chez 
eux, la guérison bactériologique est donc réalisée dés le lendemain de 
Vinoculation. 

La production d’un exsudat péritonéal fluide et abondant résulte 
de l’action du virus grippal ; on Vobserve aussi bien chez les animaux 
inoculés de virus seul que chez ceux ayant recu en outre du bacille 
de Pfeiffer. D’autre part, méme aprés injection de 10 cm® de liquide 
allantoidien normal, la cavité péritonéale ne renferme plus, le lende- 
main, qu’une petite quantité d’un exsudat épais, riche en leucocytes 
d’aspect normal. Dés ces premiéres expériences, nous avons noté, par 
contre, la fréquence anormale, dans les exsudats recueillis chez les 
animaux inoculés de virus grippal, de leucocytes 4 noyau pycnotique. 
Cette particularité se marqua beaucoup plus nettement lorsque nous 
etiimes recours, comme matériel virulent, & du virus élué. 


Aprés avoir réalisé plusieurs essais sous une forme analogue 
a celle qui vient d’étre décrite, nous nous sommes en effet exclu- 
sivement adressés, pour nos expériences ultérieures, A du virus 
extrait du liquide allantoidien de culture par adsorption sur des 
hématies suivie d’élution : ce procédé offre le double avantage 
d’éliminer les constituants propres au liquide allantoidien et de 
permettre l’inoculation de virus en plus grande quantité. La 
préparation du virus élué a été effectuée comme suit. 


Des globules rouges humains, obtenus par centrifugation de sang 
citraté stérile du groupe O, sont lavés A trois reprises en solution 
physiologique stérile, puis ajoutés, A du liquide allantoidien virulent 
récemment recueilli, en quantité telle qu’ils s’y trouvent A la concen- 
tration de 2 p. 100. Aprés un séjour de deux heures A 4°, au cours 
duquel, 4 plusieurs reprises, on Vagite doucement pour remettre en 
suspension les globules agglutinés et favoriser ainsi l’adsorption du 


virus, le mélange est soumis 4 une courte centrifugation 4 4 000 tours 


VIRUS GRIPPAL 399 


par minute. Le culot de globules est repris dans un volume de solu- 
tion physiologique huit a dix fois moindre que celui du_ liquide 
virulent initial ; et l’élution est réalisée en portant ensuite la suspen- 
sion globulaire au bain-marie 4 37°, ot elle est maintenue pendant 
deux heures. On écarte les globules par une courte centrifugation et 
décante le liquide surnageant qui contient le virus élué: ce liquide 
est légérement opalescent et teinté d’hémoglobine. Avant de l’utiliser, 
on en contrdle la stérilité bactériologique et on en titre le pouvoir 
hémagglutinant selon la technique classique : selon les lots, ce titre 
s’est trouvé compris entre 1/8192 et 1/32768. Un liquide témoin est 
obtenu par centrifugation, suivie de décantation, d’une suspension 
de globules ayant séjourné semblablement dans du _ liquide allan- 
toidien normal. 


A forte dose, ce virus élué est capable de tuer le cobaye par 
intoxication, et son inoculation 4 dose infra-mortelle permet au 
bacille de Pfeiffer introduit ensuite de provoquer, méme A la 
dose de 0,25 cm* de culture, une infection souvent mortelle en 
moins de vingt-quatre heures. Tout en soulignant dés a présent 
que cette influence favorisante du virus 4 l’égard de l infection 
bactérienne apparait comme une conséquence de son action 
toxique, nous exposerons tout d’abord les données relatives a la 
toxicité du virus inoculé seul, et n’envisagerons qu’ensuite celles 
qui concernent V’augmentation de sensibilité a infection bac- 
térienne. 

Bien entendu, les effets toxiques du lquide virulent sont, en 
régle générale, d’autant plus marqués que ce liquide est injecté 
en plus grande quantité et que son titre est plus élevé. Aussi 
est-il commode, pour définir la dose de virus inoculée, de 
lexprimer en unités hémagglutinantes, dont le nombre corres- 
pond au produit du titre hémagglutinant de la suspension par le 
nombre de centimétres cubes injectés. 

Les cobayes utilisés, dont le poids a toujours été compris entre 
300 et 325 g, ont réguliérement survécu a injection intrapéri- 
tonéale de 2,5 cm® de liquide virulent de titre égal & 1/8192, soit 
done a l’inoculation de 20480 unités hémagglutinantes. Mais 
Vinjection de cette dose qui, remarquons-le, est quadruple, au 
point de vue du nombre d’unités hémagglutinantes, de celle mise 
en ceuvre dans les expériences consignées plus haut et compor- 
tant Vinjection de 5 cm? de liquide allantoidien virulent dont le 
titre ne dépasse pas 1/1024, suffit a faire apparaitre, de fagon 
constante et trés accusée, les effets les plus caractéristiques de 
Vaction du virus. 

L’effet le plus apparent de cette inoculation, déja constaté lors 
de l'emploi de virus non élué, réside dans la production d’un 
exsudat péritonéal trés abondant et fluide sortant sous pression 
lorsqu’on ponctionne la cavité péritonéale de l’animal vingt- 
quatre heures aprés l’inoculation, tandis qu’une injection de 
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liquide témoin ne laisse, aprés ce délai, qu’un exsudat peu 
abondant et épais. A l’examen microscopique, ce dernier montre 
des leucocytes nombreux et d’aspect normal. On est frappé, par 
contre, a ’examen de l’exsudat recueilli chez les cobayes inoculés 
de virus, par la fréquence, bien apparente sur la microphoto- 
graphie jointe A notre texte, des images de pycnose que montrent 
ies leucocytes. Souvent, le noyau de ces polynucléaires altérés 
se montre extrémement morcelé, en globules dont le nombre 
peut dépasser la dizaine. Cette pycnose leucocytaire n’est mani- 
feste que chez les cobayes inoculés de virus depuis vingt-quatre 
heures ou davantage. Si, comme il arrive souvent chez les animaux 
ayant recu, outre le virus, du bacille de Pfeiffer, la mort survient 
dans un délai plus court, soit aprés dix-huit heures par exemple, 
l’aspect des leucocytes est normal: la pycnose apparait comme 
le témoin morphologique tardif de Valtération imprimée au 
leucocyte par le virus. Aprés quarante-huit heures, l’exsudat 
demeure habituellement abondant et fluide et montre encore de 
nombreuses images de pycnose leucocytaire. A partir de ce 
moment toutefois, les leucocytes aliérés deviennent la proie de 
macrophages, dont la prédominance dans |’exsudat, qui devient 
moins abondant, s’accuse davantage les jours suivants. Si 
animal a été inoculé d’une dose mortelle de virus, on trouve en 
outre, & Pautopsie, un exsudat pleural souvent trés abondant et 
pauvre en leucocytes ; on note aussi de ’hyperémie des capsules 
surrénales et les poumons présentent fréquemment un fin piqueté 
hémorragique. 

La dose de virus capable de tuer le cobaye de 300 4 325 ¢ par 
inoculation intrapéritonéale est malaisée a fixer avec précision. 
Sur 8 cobayes ayant recu une dose de virus correspondant 
® 40 960 unités hémageglutinantes, un seul a succombé : la mort 
est survenue aprés quarante-huit heures, les exsudats péritonéal 
et pleural, ainsi que le sang du cceur, se montrérent stériles par 
ensemencement sur gélose au sang. Il nous a paru nécessaire, 
pour provoquer la mort dans la majorité des cas, d’inoculer une 
dose quadruple de la préeédente, soit 163 840 unités, c’est-a-dire 
environ 550 unités par gramme de poids d’animal. Rappelons 
‘ ce propos que Kempf et Harkness, en utilisant la voie intra- 
veineuse, ont estimé la dose déterminant la mort par imtoxication 
el exprimée en unités hémagglutinantes par gramme, A 154 unités 
pour le furet et & 58 unités pour la souris. 

Nous avons suivi, chez certains cobayes, le sort in vivo du 
virus imoculé, a la fois en déterminant l’activité hémagglutinante 
des exsudats et en inoculant ceux-ci dans des embryons. Dans 
ce but, Vexsudat, additionné d’une solution de citrate sodique, 
recoit en outre, lorsqu’il doit étre inoculé, 1000 unités de péni- 
cilline et 500 unités de streptomycine par centimétre cube. II est 
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inoculé a la dose de 0,1 cm, soit tel quel, soit préalablement 
dilué aux taux respectifs de 10-7, 10-4 et 10-®, chaque dose 
clant injectée dans deux cufs. Lorsque le liquide allantoidien, 
recolté deux jours aprés l’inoculation, se montre hémagglutinant, 
on s assure, par un second passage en embryon, de la vitalité 
du virus ainsi mis en évidence. 


Chez un cobaye ayant succombé vingt-deux heures apres |’inocula- 
tion de 163840 unités, l’exsudat péritonéal recueilli A Vautopsie possé- 


Microphotographie de l’exsudat péritonéal prélevé vingt-quatre heures aprsé 
injection de 40 960 unités hémagglulinantes de virus grippal au cobaye : 
on remarque la proportion élevée des polynucléaires & noyau pycnotique. 
Coloration au bleu de toluidine. 


dait un titre hémagglutinant de 1/2048 ; pour l’exsudat pleural, ce titre 
était de 1/8. Dans ces exsudats, ainsi que dans le sang du cceur, le 
virus put en outre étre mis en évidence par culture. Mais la persis- 
tance du virus in vivo peut dépasser vingt-quatre heures. C’est ce 
que montrérent les résultats fournis par deux autres cobayes qui, 
ayant recu la méme dose de virus (soit 163 480 unités), étaient encore 
en vie quarante heures apres l’inoculation: de ces deux cobaycs, 
l’un (A) succomba aprés cinquante-deux heures, l’autre (B) se rétablit. 
Le titre hémagglutinant de l’exsudat péritonéal recucilli aprés qua- 
rante heures était, pour A, de 1/1024, et, pour B, de 1/512. L’inocula- 
tion de ces exsudats dans des coufs, méme Aa la dilution 10—°, fournit 
toutes cultures positives. Dans un cas enfin, l’inoculation du sang 
du cceur prélevé aprés trois jours développa une culture dans un ceuf 
sur deux ; pour les liquides recueillis au dela du troisitéme jour, nos 
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résultats ont été négatifs. Signalons aussi que l’emploi de liquide 
allantoidien virulent provenant d’embryons inoculés a l’aide d’exsu- 
dats n’a mis en évidence aucune exaltation de la toxicité, pour le 
cobaye, du virus ayant fait un passage par cet animal. Enfin, linjec- 
tion intrapéritonéale de 20 480 unités d’un virus grippal B (souche Lee), 
sans entrainer la mort de l’animal, a provoqué, comme le fait celle 
d’une dose équivalente de virus PR8, l’apparition d’un exsudat abon- 
dant, également caractérisé par la fréquence des images de pycnose 


leucocytaire. 


Comme nous l’avons signalé plus haut, l’emploi de virus élué 
fait apparaitre plus nettement que celui de liquide allantoidien 
virulent augmentation de sensibilité produite par le virus a 
Végard du bacille de Pfeiffer. 


En effet, lorsqu’on injecte la culture de bacille de Pfciffer dans la 
cavilé péritonéale quinze A trente minutes aprés y avoir introduit du 
virus grippal élué, la dose mortelle se trouve abaissée 4 0,25 cm* 
environ. Sur 11 cobayes inoculés de cette dose de 0,25 cm, aprés avoir 
recu une dose infra-mortelle de virus élué (soit, selon les cas, 20 480 ou 
40 960 unités hémagglutinantes), 7 ont succombé, dont 4 en moins de 
vingt-quatre heures, et 3 en trente-six heures environ. En outre, chez 
les 4 cobayes qui ont survécu, l’ensemencement de |’exsudat péritonéal, 
prélevé vingt-quatre heures aprés l’inoculation, développa réguli¢rement 
une culture de bacille de Pfeiffer, deux fois en couche continue ct 
deux fois en colonies isolées. Par contre, les cobayes inoculés de 
liquide témoin, puis de culture de bacille de Pfeiffer, aux doses de 
0,25 ou de 0,5, ou méme de 1 cm’, survécurent. Chez ces cobayes, 
en outre, l’exsudat péritonéal, recueilli aprés vingt-quatre heures 
et ensemencé sur gélose-sang, s’est montré stérile lorsque la dose de 
culture injectée était de 0,25 ou de 0,5 cm’. Lorsqu’elle était de 
1 cm’, Vexsudat recueilli aprés vingt-quatre heures contenait encore 
de rares germes, développant par ensemencement des colonies isolées 
peu nombreuses. Le cobaye témoin succombe, par contre, aprés deux 
i trois jours, si la dose de culture injectée est de 1,5 cm’. 


Ces résultats conduisent a fixer aapproximativement entre 4 
et 6 le coefficient d’augmentation, sous l’action du virus grippal, 
de la sensibilité du cobaye a infection par le bacille de Pfeiffer. 
Cet écart marqué parait extrémement significatif, si l’on tient 
compte de ce que le virus grippal ne se multiplie pas dans 
Yorganisme du cobaye ; et l’on congoit que, chez les espéces 
réceptives & linfection grippale, l’augmentation de sensibilité 
ainsi mise en évidence se maintienne de facon prolongée — et 
s'atteste donc plus nettement encore — sous action du virus qui 
se reproduit in vivo. Chez le cobaye, par contre, |’action du virus 
r’est sans doute que tres passagére ; en effet, son influence favo- 
risante sur Vinfection par le bacille de Pfeiffer ne se marque 
qua condition que le délai séparant l’injection du virus de celle 
de la bactérie soit assez court. Dans le plus grand nombre de 
nos essais, ce délai a été de quinze a trente minutes. Nous avons 
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constaté qu’il peut étre porté a trois heures sans que |’augmen- 
tation de sensibilité cesse de se manifester. Par contre, lors- 
qu'on l’injecte a la dose de 0,25 cm* dans la cavité péritonéale 
d'un cobaye inoculé de virus grippal vingt-quatre heures plus 
tot, le bacille de Pfeiffer est détruit dés le lendemain, tout comme 
s'il avait été injecté a un cobaye neuf: l’action inhibitrice du 
virus sur la défense péritonéale est donc dissipée apres vingt- 
quatre heures. 

Les cobayes inoculés de virus grippal élué, puis de bacille de 
Pfeiffer, présentent les signes caractéristiques de l’action du 
virus injecté seul: ils contiennent un exsudat péritonéal abon- 
dant et fluide, montrant (4 condition, comme nous l’avons déja 
mentionné, que la mort ne survienne pas én moins de vingt- 
quatre heures) de trés nombreuses images de pycnose leucocy- 
taire ; on trouve, en outre, un abondant exsudat pleural séreux 
et pauvre en leucocytes. A lautopsie, le bacille de Pfeiffer 
pullule dans l’exsudat péritonéal et se voit aussi, en nombre 
moindre, dans l’exsudat pleural, dont l’ensemencement sur 
gélose au sang fournit une culture en couche continue ou en 
colonies confluentes ; l’ensemencement du sang du cour déve- 
loppe de nombreuses colonies. Chez les cobayes témoins inoculés 
de bacille de Pfeiffer, lexsudat péritonéal, prélevé aprés vingt- 
quatre heures, est peu abondant, épais et riche en leucocytes 
d’aspect normal ; l’animal ne succombe, rappelons-le, que si la 
dose de culture injectée est de 1,5 cm*: dans ce cas, |’infection 
est également généralisée et le bacille peut étre mis en évidence 
dans le sang du cceur. 

En résumé, employé a une dose telle qu'il est détruit en moins 
de vingt-quatre heures chez le cobaye témoin, le bacille de 
Pfeiffer non seulement se maintient, mais le plus souvent se mul- 
tiplie abondamment dans la cavité péritonéale du cobaye ayant 
recu. peu avant du virus grippal a dose infra-mortelle ; i] 
colonise |’épanchement pleural dont le virus a provoqué la for- 
mation, l’animal succombant en septicémie. . 

Signalons enfin que cette influence favorisante sur l’infection 
bactérienne associée s’atteste avec la méme netteté lorsque le 
virus grippal inoculé appartient au type B (souche Lee). 


Bien perceptible chez le cobaye, Vinfluence favorisante du 
virus grippal sur l’infection par le bacille de Pfeiffer s’y marque 
donc nettement aussitot aprés linoculation du virus. Etant immé- 
diate, mais seulement passagére, elle apparait liée aux effets 
toxiques directs du virus, lequel, du reste, ne se reproduit pas 
dans l’organisme du cobaye, ot il disparait assez rapidement. 
Or, inoculation de virus provoque la formation d’un exsudat 
séreux abondant, dont l’aspect au microscope. se caractérise par 
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la grande fréquence des images de pycnose leucocytaire. Sans 
doute est-il vraisemblable, a priori, que cette altération évidente 
des polynucléaires explique, tout au moins en partie, l’augmen- 
tation de sensibilité a l’égard de l’infection bactérienne associée ; 
et la phagocytose nous a paru effectivement plus active, apres 
injection de bacille de Pfeiffer, chez les cobayes témoins que 
chez ceux préalablement inoculés de virus. Mais une conclusion 
ferme a ce propos ne sera permise qu ‘apres l'étude, que nous 
entreprendrons prochainement, de l’action du virus sur la phago- 
cylose in vitro. D’autres recherches, actuellement en cours, 
concernent linfluence de l’inoculation préalable du virus sur 
V'infection par des bactéries autres que le bacille de Pfeiffer. 

Nous nous occupons, d’autre part, de préciser les rapports 
qui unissent cette influence favorisante du virus a4 sa_ virulence 
et a son pouvoir hémagglutinant. Les résultats acquis jusqua 
présent indiquent qu’elle est abolie par chauffage du virus élué 
pendant une demi-heure a 60°; elle n’est pas affectée, par 
contre, par un chauffage de quarante minutes a 50°, lequel 
détruit le facteur en cause dans l’action décrite par Merchant et 
Morgan et que nous avons relatée plus haut. Mais nos tentatives, 
en vue de la séparer soit de la virulence, soit du pouvoir hémag- 
glutinant, se sont heurtées jusqu’a présent a des difficultés rap- 
pelant celles que G. Henle et W. Henle ont notées a propos de 
Ja toxicité du virus grippal pour la souris. 


RESUME. 


Pour soumettre a l’étude expérimentale |’influence favorisante. 
bien connue en clinique humaine, que la grippe exerce a légard 
de certaines infections bactériennes, il nous a paru utile de 
rechercher tout d’abord si cette influence peut s’observer méme 
chez une espece non réceptive a Vinfection grippale : dans 
Vaffirmative, en effet, elle pourrait étre rapportée a une action 
loxique directe du virus. Aussi avons-nous eu recours au cobaye, 
chez lequel le virus grippal ne se reproduit pas. Comme agent 
(infection bactérienne associée, nous avons utilisé une souche 
de bacille de Pfeiffer, dont on sait qu’il est souvent abondant au 
cours de la grippe, au point qu’il fut considéré, lors de sa décou- 
verte, comme l’agent méme de cette maladie. Dans ce travail, 
nous décrivons les effets de l’inoculation intrapéritonéale de virus 
grippal et mettons en évidence l’augmentation de sensibilité que 
cette inoculation détermine a l'égard du bacille de Pfeiffer intro- 
duit par la méme voie. 

1° L’effet le plus apparent, bien perceptible aprés injection 
de 5 ou 10 cm? de liquide allantoidien virulent, de titre hémageglu- 
linant égal 4 1/512 ou 1/1024, consiste dans la formation dun 
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exsudat péritonéal abondant et fluide, qui n’apparait pas aprés 
injection de liquide allantoidien normal. Cette dose permet déja 
de reconnaitre influence favorisante du virus sur l’infection par 
le bacille de Pfeiffer. 

2° En permettant d’injecter des quantités plus grandes de virus, 
Vemploi de virus élué, aprés adsorption sur des hématies, est 
parliculiérement favorable a la mise en évidence des effets qu’il 
exerce. L’injection de 20000 4 40000 unités hémageglutinantes, 
sans entrainer la mort de l’animal, fait apparaitre réguli¢rement 
un exsudat péritonéal abondant et fluide, sortant sous pression 
si l’on ponctionne le péritoine vingt-quatre heures aprés l’ino- 
culation. A l’examen microscopique de cet exsudat, on est frappé 
par la grande fréquence des images de pycnose leucocytaire. 
Cette injection provoque, en outre, l’apparition d’un abondant 
exsudat pleural séreux, pauvre en leucocytes. 

3° ‘La dose de virus capable de tuer la majorité des cobayes 
nous a paru étre d’environ 160000 unités hémagglutinantes ; 
calculée par gramme de poids d’animal, elle pourrait donc étre 
approximativement estimée 4 500 unités. 

La culture a permis de mettre en évidence le virus dans les 
exsudats et le sang du coeur, vingt-quatre et quarante-huit heures 
aprés l’inoculation ; nous ne l’avons pas retrouvé au dela du 
troisiéme jour. 

4° Les cobayes ayant recu une dose infra-mortelle de virus 
grippal (soit 20000 ou 40000 unités hémagglutinantes) par la 
vole péritonéale, manifestent, a l’égard du bacille de Pfeiffer 
introduit par la méme voie quinze a trente minutes plus tard, 
une sensibilité quatre a six fois supérieure a celle des animaux 
témoins, Cette augmentation de sensibilité se marque de la méme 
facon lorsque le délai, entre V’injection du virus et celle de la 
bactérie, est porté a trois heures ; elle ne s’observe pas lorsque 
le bacille de Pfeiffer est injecté vingt-quatre heures aprés le virus. 

5° La proportion élevée des polynucléaires pycnotiques, dans 
les exsudats recueillis chez les cobayes inoculés de virus, suggére 
que linfluence favorisante du virus sur l'infection bactérienne 
associée trouverait sa cause, tout au moins en partie, dans une 
diminution de la défense phagocytaire de la cavité péritonéale ; 
nous tenterons d’élucider ce point par l'étude de Ja phagocytose 
in vulro. 

Cette influence est abolie par chauffage de la suspension viru- 
lente a 60° pendant une demi-heure ; elle n’est pas affectée par 
un chauffage de quarante minutes a 50°; des recherches en 
cours visent 4 préciser les rapports qui ]’unissent a la virulence 
el au pouvoir hémagglutinant. 
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UN NOUVEAU DERIVE DU P.A.S. 
LE PARA-AMINO-SALICYLATE DE PHENYLE OU FR7. 
ACTIVITE TUBERCULOSTATIQUE /W VITRO 
ET CHEZ LA SOURIS 


par Santiraco AMERICANO FREIRE, Nort RIST et M™ Francoise GRUMBACH. 


(Institut Pasteur. 
Laboratoires de Recherches sur la Tuberculose.) 


INTRODUCTION. 


L’infériorité de Vacide para-amino-salicylique ou PAS vis- 
a-vis de la streptomycine est partout reconnue actuellement. 
Elle est évidente si l’on considére les quelques chiffres suivants : 
pour obtenir un résultat clinique appréciable, il faut réaliser 
dans le sang une concentration en streptomycine de 5 a 10 pg 
ou une concentration en PAS de 50 a 100 yg par centimétre 
cube. Pour réaliser de telles concentrations il faut administrer 
a Vhomme 0,5 a 1 g de streptomycine ou 15 a 30 g de PAS 
par jour. 

On peut en conclure qu’un dérivé du PAS ne lui sera supé- 
rieur, en clinique, que si son activité bactériostatique in vitro est 
supérieure a celle du PAS ou si son absorption et son élimina- 
tion sont plus lentes que celles du PAS. 

Le dérivé que nous nous proposons d’étudier, sous le nom de 
FR,, semble répondre a la fois a ces deux conditions. 

Origine du FR,. — La conception et la synthése du FR, sont 
la suite logique des recherches inédites de l’un de nous (S. Ame- 
ricano Freire) sur l’activité tuberculostatique de certains dérivés 
de l’acide salicylique. Cet auteur ayant constaté que le salol ou 
salicylate de phényle est cing fois plus actif in vitro (en milieu 
de Loewenstein) que l’acide salicylique, a tenté avec M. Mario 
Pires, de traiter par le salol la tuberculose pulmonaire de 
Vhomme. Les injections quotidiennes de 2 cm* d’une solution 
huileuse de salol a 50 p. 100 ont amené des améliorations 
évidentes. 

En conséquence, il émit l’hypothése que le para-amino-sali- 
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cylate de phényle pourrait étre, de méme, cing fois plus actif 
que l’acide para-amino-salicylique. 


COOH cote > 
A Nou ( i 
en 
Ke ia 
Acide salicylique. Salol. 
coon can = > 
( oy ( pe 
A a 
NH, NH, 
Acide para-aminosalicylique. Para-aminosalicylate de phényle. 
P.A.S. FR7. 


Une premiére confirmation de cette hypothése a été apportce. 
lorsqu’il a constaté que le para-acétylamino-salicylate de phényle 
(actif a4 5 pg par centimetre cube en milieu de Loewenstein) est 
cing fois plus actif que Vacide para-acétylamino-salicylique. I] 
a alors synthétisé (1) le para-amino-salicylate de phényle ou FR7. 
L’activité in vitro [4 et 2] et in vivo [2 et 3] de celui-ci, déja men- 
tionnée dans trois notes préliminaires, et qui fait l’objet de ce 
mémoire, achéve de confirmer la valeur de son hypothése. 

Propriétés physiques du FR7. — Le FR7 fond sur le bloc 
Maquenne a 149° C. Il est insoluble dans Veau. Sa_ solubilité 
dans les solvants organiques est la suivante : 


POUR CENT 
ACELONG cn. Ai Coe tie ab ores SoNtee ee opie ec) ene en es relat ee 20 
Diméthylacétoney. ws on eo een ee eee 20 
Acétate d’éthyle: 29 ti < ihe Ais “See cee en eer ee 45 

Gh oro formes toa i sack tay cy toa Wink Che Seta cae Ce ee 40 
Ethanol s-.c0 si, eye acuaderas eas RE A ea ie 243 
Méthanolo 70 ene ore ec Cae eee en a 2har3 
Propyléne: glycol... 2 2rt ome aby tee Cee. ee oir 4 
Ethylénesglycol iat ly Saeaser RL Sic eee 0,4 
Huile clive... sya hs ceca entree ee ee 5 


Son insolubilité dans leau, jointe au fait qu’il est hydrolysé 
& chaud en milieux alealins ou acides, rend trés délicate la pré- 
paration des solutions destinées aux essais in vitro. Nous pro- 
cédons de la facon suivante : 

Dissoudre 10 mg de FR7 dans 10 cm® d’éthyléne glyeol. au 
bain-marie. Sur la solution, verser rapidement 90 cm? d’eau dis- 
tillée bouillante. Si la solution obtenue est parfaitement limpide. 
la diluer aussit6t au vingtiéme dans l’eau distillée. On obtient 


(1) Au Laboratoire de Chimie thérapeutique de la Société Rhédne- 
Poulenc, a Paris. 
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ainsi une solution 4 5 yg par centimétre cube, stable, qu’on 
stérilisera par filtration ou par autoclavage a 110° C. L’éthylene- 
glycol, présent a 0,5 p. 100 dans cette solution, ne retarde pas 
la croissance du bacille de Koch. 

Le FR7 étant extrémement actif, et n’étant pas détruit par la 
stérilisation, on en débarrassera soigneusement les récipients, 
les seringues ou les aiguilles en les faisant bouillir dans une 
solution de soude a 1 p. 100 qui dissout rapidement le FR,. 


METHODEs. 


Nous avons utilisé les méthodes mises au point a 1’Institut 
Pasteur par N. Rist et M™* F. Grumbach et S. Cals. Ces méthodes 
devant faire Vobjet d’une étude détaillée, nous n’en donnerons 
ici qu’un résumé. 

Les essais in vitro sont effectués en milieu de Youmans addi- 
tionné de 10 p. 100 de sérum de beeuf, réparti en tubes de 22 mm 
de diamétre, sous un volume de 5 cm*. On y ensemence 0,01 mg 
(poids humide, mesuré par opacimétrie) de bacilles tuberculeux 
souche H,,Rv, provenant d’une culture en milieu de Dubos agée 
de 5 a 10 jours. On lit les résultats au douziéme et au vingt 
et uniéme jour. La concentration dite inhibitrice est celle pour 
laquelle n’apparait aucune culture visible a l’ceil nu. 

Les épreuves in vivo consistent a comparer les lésions pulmo- 
naires chez les souris sacrifiées toutes a la méme date. Notre 
méthode se rapproche donc beaucoup plus de celle de Nitti et 
Jouin [44] et de Youmans [415, 49] que des méthodes fondées sur 
la comparaison des survies, dont le type est la méthode de 
Mc Kee et de ses collaborateurs [43]. 

Les essais in vivo sont effectués soit sur des souris beiges 
(souche dba) agées de 35 4 50 jours, soit sur des souris blanches 
provenant toujours du méme élevage et agées de 30 a 35 jours. 
Pour les souris blanches, en effet, il suffit d’atteindre l’age de 
40 jours pour que la mortalité devienne trés irréguliére et pour 
que les lésions, au lieu d’étre réguliérement nécrotiques chez les 
témoins non trailés, aient tendance a devenir « productives ». 

Les souris sont infectées par voie veineuse, avec 0,05 mg de 
bacilles tuberculeux, souche H,,Rv, prélevés dans une culture 
en milieu de Dubos, agée de 6 a 8 jours. La constance de la 
virulence est assurée par des passages fréquents sur la souris, 
selon le consei] de Dubos (2). Le traitement commence le len- 


(2) Les premiers couples de souris dba et la souche H,,Rv ont été 
obligeamment envoyés au D* Bretey par le D™ Dubos. La virulence de 
la souche H,,Rv pour la souris a été exaltée par plusieurs passages 
sur souris par M" F. Butor [4]. 
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demain de l’inoculation. Il est poursuivi jusqu’au moment ow la 
moitié des souris témoins sont mortes, ce qui se produit entre 
le vingtiéme et le vingt-cinquitme jour de la maladie. A ce 
moment, toutes les souris survivantes sont sacrifiées et on note 
la gravité des Iésions macroscopiques des poumons de chaque 
souris, selon ]’échelle suivante : 


Poumon, d-aspect MOL lay. icy tesa cibie selcae ene ioe= 0 
Poumon de volume normal, rose pale, rares et fines gra- 
NUlatwONS PLISESe) so hel cer en _ 
Poumon légérement auginenté de volume, nombreuses 
CRIN OOMS JAVIER) 5 gq Bh G8 bo GG 6 8 ooo 6 SE = 
Poumon gros. Trés nombreuses granulations grises ou 
assez nombreuses granulations blanches de 0,5 21 mm 
Getvdiamelrasa. wok ct eee he ae ok hese Be, ee +++ 
Poumon trés gros. Granulations ou nodules blancs trés 
nombreux eb serves (voir planene) sa ey na lsn le hele 


Il est facile de représenter graphiquement ces résultats en 
consacrant un carré a chaque souris, comme nous l’avons fait 
sur les graphiques 1 et 2. On voit que dans chaque lot de 6 a 
10 souris ayant recu la méme dose du méme médicament, les 
résultats sont peu dispersés. Aussi nous croyons-nous autorisés 
a donner a chaque lot une note d’ensemble ou indice lésionnel 
moyen qui est la moyenne du nombre de croix obtenu par 
chaque souris du lot, ce qui dispense de donner le détail des 
lésions 4 l’intérieur de chaque lot. 

Si, par exemple, 2 traitements ont eu pour résultat, dans 
2 lots de 10 souris, le premier : 


Souris 4 ++ LBs 2 

Souris*ase 4k. 5-8 ee ee ee 4 

Souris a0. 4 
et le second : 

SOUPIS* OES cy celh ots tek ys ote eee a Rah oo os oe oe 

SOUPS ACO ee eb wink Oe hs. ence UGR tLe Re eC eee ae 


ils obtiennent tous deux un indice de 8/10=0,8, et nous estimerons 
qwils ont eu la méme efficacité. 

Nous ne faisons intervenir dans l’indice lésionnel moyen ni 
examen histologique, ni la richesse des poumons en bacilles. 
Ces deux données sont considérées a part. 

La richesse des poumons en bacilles est mesurée sur des frottis 
de tissu pulmonaire. On examine 20 a 100 champs microsco- 
piques, en ne retenant que ceux qui contiennent 5 a 25 cellules 
environ, et on fait la moyenne des bacilles trouvés dans chaque 
champ. Cette méthode donne des résultats numériques plus dis- 
persés que l’examen macroscopique des poumons. C’est ainsi, 
par exemple, que dans un lot de 5 souris ayant recu le méme 
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traitement, et dont les poumons ne présentaient aucune altération 
visible a l’ceil nu, les richesses en bacilles étaient les suivantes : 
0,01, 0,2, 0,2, 0,2, 1 bacilles par champ. C’est-a-dire que les 
moyennes qui tentent de caractériser un lot par sa richesse en 
bacilles doivent étre considérées avec prudence. Cette plus grande 
dispersion des résultats s’explique aisément : la notation macro- 
scopique tient compte de l’ensemble des deux poumons, alors 
que le frottis refléte l’état d’une infime parcelle du poumon. 

Néanmoins, lorsque les lésions macroscopiques sont trés dis- 
crétes et quil est difficile de faire une différence entre deux lots 
de souris traitées, la numération des bacilles permet de mettre 
en évidence de légéres différences d’activité entre deux traite- 
ments. 


ACTIVITE BACTERIOSTATIOUE DU FRT in vitro. 


De méme que le PAS, le FR, est inactif in vitro sur les 
germes non tuberculeux que nous avons éprouvés jusqu’icl : 
Proteus vulgaris, E. coli, K. pneumoniae, S. aureus. 

Vis-a-vis des bacilles tuberculeux, le FR7 est dix & seize fois 
plus actif in vitro que le PAS. Trois ordres d’essais le montrent. 

1° Nous avons comparé l’activité in vitro du FR, a celles du 
PAS (employé sous forme de sel de soude, mais exprimé en 
acide libre), d’une série d’esters du PAS et d’un dérivé du FR, 
préparés également par S. Americano Freire, ainsi qu’a celle 
de la streptomycine et de la 4-4’-diamino-diphénylsulfone. Vis- 
a-vis de la souche H,,Rv, les concentrations inhibitrices sont les 
sulvantes, en pg par centimetre. cube. 


CONCENTRATIONS INHIBITRICES 
pg par centimetre cube 


Co a aaa ae 


12° jour 21° jour 
DRACO Wiekearen io Poets, Sans aehare | ev 6, Biss te), ene 0,4 0,80 
PEUMEIES, Jehe WUT, 2 SP Te, 0,025 0,40 (3) 
Esters du P.A.S. : 
USO DOIG 3 5 5 oc so Bo Bo ee 4,0 S50 
USO BIG Us. cleat oO. Det uae Oulu Oucs prac >1,0 > 1,50 
LCONTeN ANGE AM Sata ond 5 oO eaeea G 1,0 SSatl@ 
Dérivé du FR7: 
p-trichloracétylaminosalicylate de phé- 
ie Ke CO) A Gow dace zag to em sO Koes 4i-(H) A=, 0 
4-4'-diaminodiphénylsulfone. ...... 20,0 40,0 
Streptomycinetr. a. chi h ls le 4,0 1,0 


(3) Plus Vobservation se prolonge, plus la concentration inhibitrice 
du FR, se rapproche de celle du PAS comme si le FR, subissait, en 
milieu au sérum et a l’étuve, une trés lente hydrolyse. 
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3 souches humaines, 1 souche bovine et 5 souches humaines 
streptomycino-résistantes ont montré la méme sensibilité au FR, 
que la souche H,,Rv. 

2° [Les concentrations d’acide para-amino-benzoique (PAB) 
nécessaires pour neutraliser l’action inhibitrice du PAS et du 
FR, sur H,,Rv sont les suivantes (en milieu de Youmans au 
sérum, lecture au douziéme jour) : 


CONCENTRATIONS NEUTRALISANTFS 
de PP. A.B: 
pg par centimétre cube 


al SSS ee 


DANS Mee ee ERs ils paglt. ance ee eS A 
40 40 
400 100 
FR7. 0,4 4,2 
0,4 4,8 
1,6 49,2 


Autrement dit, quelle que soit la concentration du P.A.S. ou du 
FR7 il faut toujours 1 molécule de P.A.B. pour neutraliser 1 molé- 
cule de P.A.S. (Lutz [42], Hiirni [8]), alors qu’il faut 20 molécules 
de PAB pour neutraliser 1 molécule de FR,. 

3° Une souche résistante au PAS a été éprouvée vis-a-vis du 
ERY 

CONCENTRATION INHIBITRICE 


pg par centimetre cube 


— ee 


12° jour 21° jour 
DOA Sisqo eae tne Seen oe Ree ce ernee al) 20 
RD icone, Stars cine sp Gol ahi KOO oe nO 1,60 


C’est-a-dire que cette souche, qu’on peut dire a la fois résis- 
tante au PAS et au FR,, est encore douze fois plus sensible 
au FR, qu’au PAS. 

L’action du FR, semble étre in vitro purement bactériostatique 
et non bactéricide. En effet, si dans un milieu de Youmans conte- 
nant 1,6 we par centimétre cube de FR7, ensemencé depuis trois 
semaines et ne contenant aucune culture visible, on réalise une 
concentration vingt fois supérieure de PAB, une culture apparait 
dans tous les tubes dans un délai de huit & quinze jours. La 
plupart des bacilles étaient done restés en vie. 


AcTIVITE TUBERCULOSTATIQUE CHEZ LA SOURIS. 


1° Trailements quotidiens de courte durée. — Dans une pre- 
miére série d’expériences, nous avons comparé J’activité tuber- 
culostatique du FR,, du FR, (para-trichloroacétylamino-salicylate 
de phényle) et du salol a celle du PAS et de la streptomycine. 
Ces médicaments ont été injectés par voie sous-cutanée, une fois 
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par jour, selon le schéma décrit au chapitre des méthodes. Les 


3 premiers médicaments étaient dissous dans lhuile d’ olive, 


les 2 derniers dans l’eau. Le PAS était administré sous forme 
de sel sodique, mais les doses sont exprimées en milligrammes 
de PAS acide. 


Tasteau I. — Comparaison de l'activité tuberculostatique de plusieurs 
médicaments en injections sous-cutanées quotidiennes. 


Traitement quotidien du lendemain de l'inoculation & la veille du sacrifice. 
Expériences de vingt-deux a vingt-six jours. 
SE a RT I LTTE OR SE 
NOMBRE £ 
DOSE de bacilles LESIONS 
: NOMBRE dans les frottis 
MEDICAMENT (mg/20 g) de tissu pulmonaires 
de souris pulmonaire 
par jour (par champ macroscopiques 
microscopique) 


400 
20 


1/30 
4/200 


co 


40 


i) 


— 
ow oVwNnreooe ow 
wo 


= 


(1) Traitement commencé au treiziéme jour de infection. 
Q) Traitement commencé au huitiéme jour de linfection. 


Le tableau I groupe et résume les résultats de nos premiéres 
expériences. Il en ressort que, dans les expériences de vingt a 
vingt-cing jours, | mg de FR, est au moins aussi efficace que 
1 mg de streplomycine ou que 10 mg de PAS. ; 

De plus, 5 mg de FR, sont presque aussi efficaces que 2,5 mg 
de FR,. Quant au salol, il exerce une activité faible, mais nette, 
puisque 20 mg de salol exercent une activité comparable a celle 


de 0,5 mg de FR, ou de 5 mg de PAS. 
Annales de Ulnstitut Pasteur, t. 84, n° 4, 1951. 28 
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L’histologie (4) confirme les différences observées a Voeil nu. 
es poumons des témoins sont farcis de nodules ou de vastes 
plages nécrotiques, confluentes, contenant un nombre infini de 
bacilles. Chez les souris traitées par 10 et 5 mg de FR, on ne 
trouve dans les poumons ni lIésion microscopique, ni bacille, 
alors que, aprés 2,5 mg on trouve seulement de petits nodules 
contenant de rares bacilles. 

Avec la dose de 1 mg de FR,, les lésions microscopiques sont 
tout A fait comparables a celles que l’on trouve aprés traitement 
avec 1 mg de streptomycine. Ce sont de rares nodules clairs, sans 
nécrose, contenant d’assez nombreux bacilles, au sein d’un paren- 
chyme a peu prés normal. A la dose de 0,5 mg de FR,, les lésions 
pulmonaires microscopiques sont plus étendues et on y constate 
un début de nécrose. 

La comparaison de l’acltion du FR, avec celle du PAS est plus 
délicate car les lésions pulmonaires des souris traitées par le 
PAS pendant vingt a vingt-cing jours sont qualitativement assez 
différentes de celles des animaux traités par le FR, ou par la 
streptomycine. A l’cil nu, sous l’action du PAS, le poumon 
tuberculeux prend souvent un aspect vitreux, plus ou moins 
homogéne, tandis que sous |’action des deux autres médicaments 
il est normal ou trés finement granulique. A l’examen histolo- 
gique des poumons des souris traitées par 5 ou 10 mg de PAS 
on ne trouve pas de lésions nodulaires bien isolées, mais une 
infiltration diffuse, le plus souvent sans nécrose, avec épaissis- 
sement plus ou moins important de la trame. Cependant, au point 
de vue de l’extension des lésions et du nombre des bacilles, on 
peut comparer les lésions pulmonaires macroscopiques et micro- 
scopiques des animaux traités par 5 mg de PAS 4a ceux iraités 
par 0,5 mg de FR,. 

Le tableau I étant le résumé schématique de plusieurs expé- 
riences, nous donnerons maintenant, a titre d’exemple, le détail 
aune expérience plus récente, pour laquelle les indices lésionnels 
ont été calculés comme il a élé indiqué au chapitre des méthodes. 


83 souris blanches dgées de 34 A 35 jours, pesant 15 a 20 g, sont 
inoculées par voie veineuse avec 0,05 mg de H,,Rv. Le lendemain, 
ll groupes de 6 souris commencent A recevoir un traitement quoti- 
dien, de vingt-quatre jours, par voie sous-cutanée : PAS et strepto- 
mycine sont en solution aqueuse, FR, en suspension aqueuse. Le 
vingt-sixiéme jour de la maladie, 4 témoins sur 17 sont morts, 7 sont 
mourants. Toutes les souris traitées sont en vie. Toutes les souris 
sont alors sacrifiées. L’état des poumons est résumé dans le tableau II 
et illustré par la planche. 


(4) Nous remercions vivement le D? Bablet, chef du Service d’Ana- 
tomie pathologique, qui a bien voulu exécuter et interpréter pour 
nous de nombreuses coupes. 
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Tasteau II]. — FR7, PAS et streptomycine. 


Traitement quotidien du lendemain de l’inoculation a la veille du sacrifice 
Expérience de vingt-six jours. : 


DOSE 
MEDICAMENT en milligrammes INDICES LESJONNELS 
par souris par jour 


MWe 6 GS 
ORT ats 
JV 
ERT 
FR7. . 


Streptomycine . . 
Streptomycine . 
Streptomycine . 
Streptomycine . 


P.A.S. 
P.A.S. 


oo (ot Ot) ot ee) 


n= 


Témoins . 


Les cultures de poumon et de rate sur milieu de Loewenstein- 
Jensen ont toujours montré la présence de bacilles cultivables 
dans ces organes, méme lorsque les frolttis n’en mettalent pas 
en évidence. Les colonies étaient cependant infiniment moins 
nombreuses dans les cultures des souris traitées que dans celles 
des témoins.. 

Sur les coupes histologiques on constate que méme lorsque 
les bacilles sont absents des coupes de poumons (aprés un trai- 
tement par 5 ou 10 mg de FR, par jour), on en trouve dans les 
ganglions trachéo-bronchiques, la rate et le foie. Ces bacilles 
peuvent pulluler 4 nouveau dés qu’on cesse le traitement, comme 
le montre l’expérience suivante. 

2° Traitement interrompu. — Nous venons de voir que les 
souris traiides avec 10 mg de FR, par jour pendant vingt-deux 
jours aprés linoculation, et sacrifiées le vingt-troisiéme jour, 
présentent des poumons normaux a l’examen histologique, et 
on n’y trouve de bacilles ni sur frolttis, ni sur coupe. Nous avons 
laissé survivre, sans continuer le traitement, 4 souris du méme 
groupe et nous les avons sacrifiées cinquante-six jours plus tard. 
Leurs poumons étaient farcis de nodules blancs, riches en bacilles. 
Le traitement n’avait donc pas stérilisé |’infection. 

3° Traitement prolongé. — Un traitement plus prolongé n’est 
pas non plus capable de stériliser totalement l’infection, ni méme 
d’arréter totalement |’évolution. Des souris, traitées respective- 
ment par 3 mg de FR, ou de streptomycine, ont été sacrifiées, 
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par groupe de 3, a intervalles de dix jours. Des lésions trés 
discrétes, mais visibles a l’ceil nu, apparaissent vers le cinquan- 
tiéme jour, et le nombre des bacilles visibles sur frottis aug- 
mente trés lentement (tableau III). 


Tasteau Ill. — Traitement prolongé et quotidien. 


NOMBRE DE BACILLES 


DUREE INDICES LESIONNELS sur les frottis de poumon 


du traitement 


j FR7 Streptomycine FR7 Streplomycine 
ae 3 mg 2 mg 3 mg 3 mg 
20. 0 0,7 0,4 4, 5 
CG co B oe HF 0 4 0,5 i 
BY cue eu oy ee ws 0 4 0,2 3 
50. AD) 2.3 AN 10 
63. 1 me bla tin 6 
AS Oe rs ist Fe cotiecsare 3 3,0 
Mémioinsey eee 4 ro) 


(tous morts entre 49 et 29 jours). 


Cette expérience montre, en outre, que les effets du FR, in vivo 
se rapprochent plus de ceux de la streptomycine que de ceux 
du PAS. En effet, C. Levaditi [44] a montré que les doses sub- 
toxiques de PAS (20 ou 30 mg par jour) semblent inhiber pendant 
vingt a trente jours la multiplication des bacilles in vivo et 
apparition des lésions, mais que, au cours du deuxiéme mois 
de traitement, les bacilles se multiplient rapidement et de trés 
importantes lésions apparaissent, alors que chez les souris traitées 
par la streptomycine, les bacilles et les lésions se développent 
trés lentement. Dans d’autres expériences que celles que résume 
le tableau III, nous avons vérifié le fait sur lequel C. Levaditi 
a attiré lattention, et nous avons constaté que les Iésions qui 
apparaissent au cours du deuxiéme mois de traitement par le 
PAS sont beaucoup plus graves que celles qui apparaissent au 
cours du deuxiéme mois de traitement par le FR,, a dose dix fois 
plus faible. 

4° Traitement retardé. — Si lon commence le traitement par 
le FR, lorsque les lésions pulmonaires sont déja visibles au 
microscope (huitiéme jour aprés Vinoculation) ou a Joel nu 
(treiziéme jour), et par des doses considérables (5 a 10 mg par 
jour), le traitement arréte I’évolution des lésions, si l’on en juge 
par [état des poumons au vingt-cinquiéme jour aprés l’inocu- 
lation (voir les derniéres lignes du tableau I). 

5° Traitement discontinu. — La faible solubilité du FR, laissait 
espérer qu'un traitement discontinu, tous les trois jours et a 
fortes doses, serait aussi efficace qu’un traitement quotidien 
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Fi faibles doses. C’est ce que montre le tableau IV (lots de 
6 souris). 
TasLeau 1V. — Traitement discontinu. 
Souris traitées du lendemain de l’inoculation a la veille du sacrifice. Expé- 
rience de vingt-quatre jours. 


an 
DOSE ETAT DES POUMONS 


en milligrammes 
par souris 4 
par injection Indices Bacilles 

lésionnels par champ 


Solution huileuse : 
Quotidienne. . 


Tous les trois jours . 


Suspension aqueuse : 
Quotidienne. 


Tous les trois jours. 


Témoins. . 


Ce tableau montre, de plus, que Vadministration du FR, en 
solution dans Vhuile d’olive, que nous avions cru d’abord néces- 
saire a sa bonne absorption, donne des résultats inférieurs a 
‘administration en suspension aqueuse. I] est possible que |’ orgia- 
nisme résorbe le FR, en suspension aqueuse plus vite et plus 
complétement qu’en solution huileuse. I] est également possible 
qu’en solution huileuse, le FR, soit altéré pendant la dissolution 
’ chaud ou plus tard dans le tissu sous-cutané. Nous verrons plus 
loin que, de méme, la toxicité des solutions huileuses est deux 
fois plus faible que celle des suspensions aqueuses. 

6° Association du FR, a@ la streptomycine. — Si lon associe 
ladministration quotidienne de 1 mg de streptomycine a celle 
de doses variées de FR, (graphique 1), ou l’administration quoti- 
dienne de 0,5 mg de streptomycine a celle, discontinue, de FR, 
(graphique 2), on obtient des résultats trés supérieurs a ceux 
que permet le FR, seul. Il suffit d’associer 0,5 mg ou 1 mg 
de streptomycine quotidienne a une dose donnée de FR, pour 
obtenir un tableau macroscopique semblable 4 celui que donne 
la dose double de FR, administré seul. (Expérience de vingt-cing 
jours.) 

7° Voie buccale. — Par voie bucceale, l’effet tuberculostatique 
de 5 mg par jour de FR, est le méme que celui de 5 mg par 
jour de PAS. Le FR, semble donc agir, par cette voie, par le 
PAS qwil libére, et sa supériorité sur le PAS disparait. 


FR7 Tous LES JOURS 


DOSES 0,5mg 1m 


eee 


INDICES 0.7 


tall 


INDICES 
[] vNe souris 0 
‘ FB UNE souris $4 
LEGENDE M» » + - prezge 
= 3) 33 ++ 
GraPHIQuE 4. — En haut : FR, seul (solution huileuse). 


En bas : FR;+ streptomycine quotidienne 1 mg. 


FR7 TOUS LES 3 YOURS 


DOSES 10) 2mg. Smg \Omg 

INDICES 4 1,8 PS) 0,8 

INDICES 2,8 rs} 0,2 12) 
Grapnigue 2. — En haut : FR, seul (solution huileuse). 


En bas : FR; + streptomycine quotidienne 0,5 mg. 
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ToxIcITE. 


Chez la souris, la D. L.,, du FR, en suspension aqueuse est 
de 5 g par kilogramme par voie sous-cutanée, et supérieure a 
50 g par kilogramme par voie buccale. Si le FR, est en solution 
huileuse, la D. L.,, par voie sous-cutanée est supérieure a 10 ¢ 
par kilogramme. 

Chez le rat, si le FR, en suspension huileuse est injecté par 
voile sous-cutanée ou intramusculaire, la D. L.,, est supérieure a 
10 g par kilogramme. 

La foxicité chronique du FR, pour la souris est trés faible. 
Nous avons traité des souris saines avec 500 mg de FR, par 
kilogramme et par jour, dose dix fois supérieure A la dose effi- 
cace (solution huileuse, par voie sous-cutanée) pendant vingt 
jours, et nous n’avons observé ni lésions rénales ou hépatiques, 
ni aucun trouble de la croissance. 


RESORPTION ET ELIMINATION. 


MM. P. Dubost et Meidinger ont étudié chez le lapin la résorp- 
tion et |’élimination urinaire du FR,, injecté sous forme de sus- 
pension aqueuse 4 10 p. 100 dans les muscles des pattes posté- 
rieures. Le FR, a été dosé par une technique inspirée de celle 
de Marshall (5) et exprimé en PAS libre et acétylé. 

Le FR, retrouvé dans les urines dans les trois jours qui sulvent 
linjection représente seulement 15 4 50 p. 100 du produit injecté. 
Une parle importante de médicament reste dans le muscle, ot 
on peut le doser. Aprés l’injection d’une dose faible de FR, 
(0,015 g par kilogramme), |’élimination urinaire est relativement 
plus grande, et le résidu musculaire plus faible, qu’avec une dose 
forte (0,15 g par kilogramme). 

Le muscle du lapin parait avoir une tolérance faible au médi- 
cament. On y trouve généralement, a cété d’un résidu de FR,, 
une inflammation hémorragique. Chez le lapin, 50 4 80 p. 100 
des produits éliminés dans l’urine y sont retrouvés sous forme 
acétylée (6). 


(5) Technique de Smith, Howie, Weise et Swanson, J. Pharm. and 
exp. Ther., 1942, 95, 368. 

(6) Dans les urines de deux malades qui recevaient 2 g de FR, par 
jour, par voie musculaire et en suspension aqueuse, Rist n’a retrouvé 
que quelques milligrammes de FR, libre. Il a dosé celui-ci d’une part 
en mesurant le pouvoir bactériostatique des urines vis-a-vis du bacille 
tuberculeux, d’autre part en l’extrayant des urines par le chloroforme, 
ce qui le sépare du PAS libéré dans l’organisme. La résorption du FR, 
chez homme semble donc étre trés incompléte. 
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DIscuSSION. 


Depuis la découverte de B. Jérgen Lehmann [9, 410], de tres 
nombreux dérivés du PAS ont été éprouvés. Hirt et Htrni [6] 
ont inventorié récemment 116 corps, dérivés ou voisins du PAS, 
dont 72 corps nouveaux synthétisés par eux-mémes. D’aprés ces 
auteurs, aucun de ces corps n’est plus actif in vitro que le PAS 
luicrméme. Ceux qui sont aussi actifs que lui a concentration 
moléculaire égale sont ceux qui s’hydrolysent facilement, tels 
que les dérivés N-acylés, et restituent le PAS libre. Taterka, 
Demolis et Ursprung [46] ont également synthétisé un grand 
nombre de dérivés du PAS, dont aucun n’est nettement plus actif 
que le PAS. Goodacre, Seymour et Mitchell [5] ont cependant 
écrit que les esters alkylés du PAS, et particuli¢rement le para- 
amino-salicylate d’isobutyle, sont plus actifs que le PAS. Hirt 
et Hirni, pas plus que nous-mémes, n’ont pu confirmer ce 
résultat. 

D’apres Hirt et Hirni, il y aurait done peu d’espoir de trouver 
un dérivé du PAS dont Vactivité in vitro soit supérieure a celle 
du PAS lui-rméme, mais il n’est pas impossible que certains 
dérivés soient supérieurs au PAS in vivo, soit parce quwils seront 
éliminés moins rapidement, soit parce quils seront absorbés 
sélectivement par le bacille tuberculeux. Cependant, leur récente 
étude comportant l’essai in vivo de 55 dérivés du PAS n’a pas 
répondu a cette espérance [7]. 

Le FR, semble venir donner un démenti au pessimisme de 
Mirt et Hiirni. 

Dans plusieurs expériences, administration de 1 mg de FR, a 
la souris a donné de meilleurs résultats que celle de 26 mg de sel 
de soude de PAS. Certes, FR, et PAS étaient administrés une seule 
fois par jour. Dans ces conditions le PAS rapidement absorbé et 
rapidement éliminé est défavorisé par rapport au FR,, insoluble, 
trés lentement résorbé, probablement lentement éliminé, et par 
conséqient présent pres de vingt-quatre heures sur vingt-quatre 
dans ]’organisme. Chez homme, ou il est facile de donner le 
PAS en de nombreuses prises au cours des vingt-quatre heures, 
pour réaliser une concentration constante de PAS dans _ les 
humeurs, devons-nous nous attendre a priori 4 trouver le FR, 
équivalent au PAS ? 

Si le FR, n’était supérieur in vivo au PAS que parce qu'il est 
lentement résorbé et éliminé, c’est-a-dire parce qu’il ne serait 
quune sorte de « PAS-retard », il faudrait admettre que 1 mg 
de PAS, administré par doses fractionnées au cours des vingl- 
quatre heures, est aussi actif que 10 mg de PAS administrés en 
une seule fois. Or, les expériences inédites de M™ Grumbach ont 
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montré les résultats que l’on peut obtenir en administrant le PAS 
dune facon presque continue. 

Dans un premier groupe de souris, la dose quolidienne de 
PAS (10 ou 2 mg) était répartie en deux fractions : les souris 
receviaient un gavage de 5 ou 1 mg de PAS, et le reste dans leur 
eau de boisson. 

On sait que les souris boivent surtout Ja nuit. Aussi a-t-on 
étudié un deuxiéme groupe, dans lequel les souris recevaient la 
moitié de la dose quotidienne en trois fois (deux injections sous- 
cutanées et un gavage, pratiqués de jour) et l’autre moitié dans 
leur eau de boisson. 

Les résultats de ce traitement sont résumés dans le tableau V. 


TaBLEAU V. — PAS continu ou discontinu. 


Traitement quotidien. Expérience de vingt-cinq jours. 


NOMBRE DE SOURIS INDICES LESIONNELS 


Témoins . 
FR7 2 mg. . 


P.A.S. 10 mg: 


En un seul gavage. . 
En 2 fractions . 
En 4 fractions 


P.A.S. 2 mg: 
En un seul gavage. . 
En 2 fractions . 
En 4 fractions 


L’avantage obtenu par l’administration continue de PAS est 
donc, chez la souris, extrémement léger et ne permet pas de 
supposer que la présence continue de FR, dans Vorganisme soit 
la seule raison de sa supériorité sur le PAS. I faut admettre que 
le bacille lui-méme est plus sensible au FR, qu’au PAS. 

C’est ce que prouvent les essais in vilro, puisque le FR, s’y 
montre dix a seize fois plus actif que le PAS. Il est possible que 
sa lipo-solubilité joue ici un réle. Ce serait la premiére fois, dans 
Vhistoire de la chimiothérapie antituberculeuse, que cette lipo- 
solubilité jouerait le rdle que si souvent on a attendu d’elle. 

A vrai dire, d’autres esters du PAS sont lipo-solubles [5, 6] 
et ne sont pas, pour autant, supérieurs au PAS. La supériorité 
du FR, ne semble donc pas due uniquement a l’estérification et 
a la lipo-solubilité qui en résulte, mais aussi a la présence d’un 
phéno] supplémentaire. 

De plus, in vivo, le PAS peut étre inactivé par l’organisme de 
multiples maniéres [47, 48] : par blocage du carboxyle, de l’oxy- 
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drile ou de ’amine. Le FR,, au contraire, ne peut étre inactivé par 
blocage du carboxyle, et la présence du phénol supplémentaire 
semble également empécher le blocage de l’oxydrile, car il est 
ires difficile au laboratoire d’estérifier l’oxydrile du FR, (S. A. 
Freire). 


CONCLUSIONS. 


1° Parmi les nombreux dérivés du PAS expérimentés jusqu’ici, 
le para-amino-salicylate de phényle, ou FR,, semble étre Je seul 
qui soit plus actif que le PAS in vitro et in vivo. 

2° In vitro, le FR, est dix a seize fois plus actif que le PAS 
en milieu de Youmans au sérum. Cette supériorité se manifeste 
aussi bien vis-a-vis des bacilles d’origine humaine que vis-a-vis 
des bacilles d’origine bovine et des bacilles résistant a la strep- 
tomycine ou au PAS. 

3° L’activité d’une molécule de FR, est neutralisée par 20 molé- 
cules de PAB, alors que celle d’une molécule de PAS est neutra- 
lisée par une molécule de PAB. 

4° Dans la tuberculose expérimentale de la souris, nous avons 
comparé l’activité de différents traitements sur le développement 
des lésions et sur la multiplication des bacilles, tous les animaux 
étant sacrifiés aprés vingt-deux 4 vingt-six jours de traitement. 
Dans ces conditions, 1 mg de FR,, injecté par voie sous-cutanée 
une fois par jour sous forme de solution huileuse ou en sus: 
pension aqueuse, est aussi actif que 1 mg de streptomycine ou 
que 10 mg de PAS, injectés en solution aqueuse, une fois par 
jour. Le salol exerce une Jégére action tuberculostatique chez la 
sours. 

5° Si les modalités de l’épreuve sont changées, c’est-d-dire si 
lc traitement est commencé au douziéme jour de l'infection, ou 
si, commencé dés le lendemain de Vinfection, il est prolongé 
pendant soixante jours, lactivité du FR, reste au moins égale 
i celle de la streptomycine a dose égale. 

6° L'activité du FR, est la méme si on l’administre par vote 
sous-cutanée tous les jours, ou tous les trois jours A dose triple. 

7° Il y a synergie d’action entre la streptomycine et le FR,. 

8° Par voie buccale, le FR, et le PAS ont la méme activité 
& poids égal, ce qui résulte vraisemblablement de hydrolyse du 
FR, dans V’intestin sous influence de la lipase. 

9° Les suspensions aqueuses de FR, sont plus actives et plus 
toxiques que les solutions huileuses. 

10° La toxicité du FR,, administré par voie sous-cutanée est 
minime. Chez la souris, la dose mortelle D. L.,, est de 5 g par 
kilogramme lorsqu’il est en suspension aqueuse et de 10 ¢ par 
kilogramme en solution huileuse. , 


11° Les exiamens histologiques confirment les résultats obtenus 


Annales de UInstitut Pasteur. Mémoire Santraco AMERICANO FREIRE, 
T. 84. Nort RIST et M™* Francoise GRUMBACH. 


tie 


> 


MASSON ET Gie, 


PARA-AMINO-SALICYLATE DE PHENYLE 423 


par l’examen macroscopique des poumons et l’examen micro- 
scopique des frottis. 

12° Les suspensions aqueuses concentrées sont tres incomple- 
tement résorbées. Chez le lapin, traité par injections intramuscu- 
laires, la proportion de FR, résorbé est d’autant plus faible que 
Ja quantité injectée est plus grande. 


BIBLIOGRAPHIE 
[1] S. Americano Freire. C. R. Acad. Sci., 1950, 234, 728. 
[2] S. Americano Freme, N. Rist, M™* F. Grumpacn et S. Cats. C. R. 


Acad. Sci., 1950, 236, 1004. 

[3] S. Americano Freme, N. Rist et M™ F. Grumpacn. Ces Annales, 
1951, 80, 89-92. 

[4] F. Burorn (M"*). Cité par J. Tréfouél, in Bacilles tuberculeuz et 
paratuberculeux, par P. Hauduroy et coll. Paris, Masson, 1950. 


[5] C. L. Goopacre, B. W. Mircuetn ct A. S. Seymour. Quart. J. Phar- 
macol., 1948, 24, 301. 

[6] R. Hrrr et H. Hiinnr. Helv. Chim. Acta, 1949, 32, 378. 

[7] R. Hirt, H. Hiinnr et L. Racaz. Schw. Zeitschr. Allg. Path., 1951, 
TAAL. 

[8] H. Hitrni. Schw. Zeitschr. All. Path., 1949, 42, 282. 

[9] J. Leamann. Swenka Lak. Tidnung., 1942, 43, 2029. 

[40] J. Leumann. Lancet, 1946, 4, 15. 

{44] C. Levaprri, A. Vaisman ct P. Livy. C. R. Soc. Biol., 1949, 
444, 644. 

[42] A. Lurz. Ces Annales, 1949, 76, 150. 

[43] C. M. Mc Ker, G. Rake, R. Donovick et W. P. Jampor. Am. Rev. 


Tub., 1949, 60, 90. 

[14] F. Nirrr et J. P. Journ. Ces Annales, 1942, 68, 556. 

[45] G. W. Ravercn et G. P. Youmans. J. Infect. Dis., 1948, 82, 197. 

[46] W. Tarerxa, A. Demoris et R. Urnsprune. Pxperientia, 1951, 7, 28. 

[47] A. VeNKATARAMAN, P. R. VenKATARAMAN et H. B. Lewis. J. Biol. 
Chem., 1948, 173, 641. 

[18] F. G. Way, S. K. Smira, D. L. How, R. Weiss et R. Swanson. 
J. Pharmacol. a. exp. Ther., 1948, 93, 368. 

[19] G. P. Youmans. Quart. Bull. Northwest. Med. School., 1946, 
20, 420. 


PLANCHE 


Quelques poumons des souris de l’expérience résumée dans le tableau II. 
En haut, de haut en bas : PAS 20 mg (un poumon); FR, 1 mg (quatre 
poumons); streptomycine 1 mg. En bas : trois poumons de souris témoins. 

N.-B. — Des reflets donnent 4 deux poumons de souris traitées par FR, un 
aspect hépatisé. Ces poumons sont en réalité de couleur normale, rose pale. 
Remarquer l’hypertrophie considérable des poumons des témoins. 


INFLUENCE DU CALCIUM 
SUR L’ATTENUATION DU BACILLE DU CHARBON 
PAR LA METHODE DE PASTEUR 


par Anpré GOVAERTS. 


(Institut Pasteur de Bruzelles.) 


En 1930, J. Bordet et E. Renaux [4] ont mis en évidence le 
role du calcium dans la dissociation, antérieurement décrite par 
Eisenberg [2], que le charbon virulent subit a 37° et qui donne 
lieu a l’apparition d’une variété asporogéne et inoffensive. Cette 
transformation ne s’accomplit que lentement, lorsqu’on entretient 
les cultures sur gélose ordinaire, et, le plus souvent, ces cultures 
se montrent constituées d’un mélange des deux types microbiens 
faciles A séparer par la méthode habituelle d’isolement sur’ 
gélose ; elle peut cependant, au cours des repiquages successils, 
eutrainer 4 la longue la disparition compléte de la virulence. Or, 
celte transformation est considérablement favorisée par l’addi- 
tion de chlorure calcique au milieu, a froid et aprés stérilisation ; 
Ja sporulation, déja nettement enrayée aprés quelques passages 
sur gélose calcifiée, y est ensuite tout a fait supprimée : la pré- 
sence d’un excés de calcium a entrainé la substitution compléte 
du type asporogéne et inoffensif au type sporulé originel. Par 
contre, sur gélose additionnée de 2 p. 1 000 d’oxalate neutre 
de sodium, la race sporogéne et virulente ne se dissocie pas. 
Corrélativement, l’entretien sur gélose oxalatée constitue, dans 
Ja pratique, un excellent moyen de conserver intégralement au 
bacille du charbon son pouvoir pathogéne. La souche virulente 
utilisée par J. Bordet et E. Renaux a été entretenue, depuis lors, 
par repiquages sur gélose oxalatée. Sa virulence, déja reconnue 
intacte par G, Robyn [8] en 1937, l’est encore actuellement, aprés 
plus de vingt ans d’entretien au laboratoire. C’est A cette souche 
que nous avons eu recours pour nos expériences. 

Aries encore que, comme l’ont montré J. et P. Bordet [4] 
en 1941, Vinfluence du calcium sur la dissociation microbienne 
ne se limite pas au cas de la bactérie charbonneuse ; elle se 

manifeste aussi a l’égard de la dissociation classique S—> R des 
bactéries du groupe “coli- typhique, laquelle est trés sensiblement 
hatée par Paddition de chlorure calcique au bouillon de culture. 
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Nous nous sommes demandé si le calcium, ainsi reconnu néces- 
saire a la dissociation par laquelle le bacille du charbon virulent 
donne naissance, a 37°, a une variété asporogéne et inoffensive, 
joue également un role dans l’atténuation de ce germe par la 
méthode de Pasteur. Ou bien l’atténuation par culture a 42-43°, 
entiérement différente de celle qui résulte de la dissociation se 
produisant a 37°, reléve-t-elle d’un mécanisme dans lequel le 
calcium n’intervient pas ? 

La souche virulente de charbon, dont il a été question plus 
haut, est repiquée sur gélose ordinaire, et, le lendemain, on 
imocule un vingtiéme de la culture ainsi obtenue a un gros 
cobaye, par la voile sous-cutanée. Aussit6t apres la mort, on 
préléve le sang du cceur et l’introduit, a raison de I goutte par 
tube, dans deux séries de 3 tubes de 5 cm* de bouillon nutritif 
ordinaire, préalablement additionné soit, pour le premier tube, 
de X gouttes d’une solution d’oxalate neutre de sodium a 
2,5 p. 100 (bouillon oxalaté a 2,5 p. 1.000), soit, pour le second, 
de X gouttes de solution physiologique (bouillon témoin), soit 
enfin, pour le troisieme, de IX gouttes de solution physiologique 
et de I goutte de solution de chlorure de calcium a 1 p. 100 
(bouillon calcifié a 0,1 p. 1000). L’une des séries est mise 
a Détuve a 37°, l’autre est portée dans une étuve a 42°5; 
au cours du séjour a |’étuve, les effets de l’évaporation sont 
compensés par laddition, de temps a autre, d’eau distillée 
stérile préalablement réchauffée. Repiquées aprés dix jours, 
toutes ces cultures tuent encore le cobaye 4 la dose d'un vingtiéme 
de culture sur gélose : on sait, en effet, que la culture a 42,5 
pendant dix jours ne suffit pas a faire perdre au bacille du 
charbon sa virulence pour le cobaye. Mais, au dela de ce délai, 
Yinfluence favorisante du calcium sur l’atténuation se dénonce 
netltement. 

Dans une premiére série, les cultures maintenues vingt jours 
’ 42°5, puis repiquées sur gélose, ont été inoculées au cobaye 
i la dose d’un cinquiéme de culture sur gélose, agée de vingt- 
quatre heures. A ce moment, la culture en bouillon calcifié se 
montre tout a fait inoffensive, injection ne déterminant aucun 
cedéme local. Chez le cobaye inoculé de culture développée en 
bouillon oxalaté a 2,5 p. 1000, on constate le lendemain un 
oedéme volumineux et l’animal succombe aprés trente-huit heures. 
Le résultat est le méme si ]’on utilise une culture en bouillon 
oxalaté a 5 p. 1000. La culture en bouillon témoin se montre 
encore virulente, mais A un moindre degré que celle en bouillon 
oxalaté : Voedéme n’est constitué qu’apres soixante heures, et 
animal succombe quatre-vingt-quatre heures aprés linjection. 


426 ANNALES DE L'INSTITUT PASTEUR 


Bien entendu, les cultures maintenues vingt jours a 37° sont 
demeurées virulentes. 

Dans une deuxiéme série, nous avons effectué les repiquages 
sur gélose aprés des temps variés de séjour a 42°, dans le but 
de comparer avec plus de précision ]’évolution des cultures dans 
les divers bouillons. Comme dans l’essai précédent, les cultures 
n’ayant séjourné que dix jours a 42°5 se montrerent toutes 
virulentes. Mais aprés quinze jours déja, la virulence de la 
culture en bouillon calcifié est complétement abolie. Les cultures 
maintenues vingt jours A 42°5 fournirent des résultats analogues 
a ceux de la premiére série : le cobaye (poids, 580 g) inoculé de 
la culture issue de bouillon oxalaté succomba aprés quarante- 
huit heures; la mort ne survenant qu’aprés quatre-vingt-seize 
heures chez le cobaye (poids, 560 g) inoculé de culture déve- 
loppée en bouillon témoin ; bien entendu, la culture en bouillon 
calcifié, déja atténuée aprés quinze jours, ne provoque aucun 
accident. Laissant les cultures en bouillon oxalaté et en bouillon 
témoin a l’étuve a 42°5 au dela du vingléme jour, nous avons 
& nouveau éprouvé leur virulence aprés trente jours de séjour 
a’ cette température. Aprés injection d’un vingtiéme de culture 
sur gélose, la culture en bouillon oxalaté tua encore le cobaye 
au bout de quarante-huit heures ; chez celui inoculé de culture 
en bouillon témoin, Ja mort survint le cinquiéme jour. Aprés qua- 
rante jours de séjour a 42°5, les résultats furent identiques aux 
précédents. 

A ce moment, soit aprés quarante jours de séjour a 42°5, ces 
cultures ont été repiquées en bouillon correspondant : on réalise 
ainsi un second passage soit en bouillon oxalaté, soit en bouillon 
témoin, et l’on maintient a 42°5 les bouillons ainsi ensemencés. 
Eprouvées aprés vingt jours, les subcultures ainsi développées, 
tant en bouillon oxalaté qu’en bouillon témoin, se montrérent 
inoffensives pour le cobaye. Par contre, méme aprés trois mois 
de séjour a 42°5, la virulence de la culture mére en bouillon 
oxalaté n’était pas encore abolie, le cobaye inoculé suecombant 
le cinquiéme jour ; mais la culture en bouillon témoin du méme 
age avait perdu tout pouvoir pathogéne, 

Signalons enfin que, dans une autre série, latténuation par 
culture & 42°5 se trouva réalisée, en bouillon témoin, dés le ving- 
liéme jour: inoculées 4 ce moment, les cultures développées en 
bouillon témoin et en bouillon calcifié ne provoquérent aucun 
accident, tandis que, comme dans les autres séries, la culture 
issue de bouillon oxalaté tuait le cobaye en quarante-huit heures. 

En résumé, Vatténuation du bacille du charbon par culture 
a 42-43° est nettement influencée par la teneur en calcium du 
milieu, Abolie dés le quinziéme jour en bouillon additionné, 
“ froid et aprés stérilisation, de 0,1 p. 1000 de chlorure de 
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calcium, la virulence persiste au dela du vingtiéme jour, et méme 
du quarantiéme, en bouillon oxalaté 4 2,5 p. 1000. En bouillon 
témoin, les résultats peuvent différer d’un essai a lautre ; par- 
fois abolie dés le vingtiéme jour, la virulence peut se conserver 
plus longtemps, tout en se montrant inférieure a celle des 
cultures en bouillon oxalaté. Ces variations dans les résultats 
fournis par les cultures en bouillon témoin ne sont pas de nature 
a surprendre. On sait, en effet, que le bouillon est fortement 
appauvri en calcium par suite de la précipitation du phosphate 
tricaleique en milieu alcalin, et que le degré de cet appauvris- 
sement peut étre influencé par de petites différences d’alcalinité. 
Il en résulte que apparition, en bouillon ordinaire, de phéno- 
ménes exigeant l’intervention du calcium, peut étre irréguliére. 
I] en est ainsi, par exemple, comme l’a montré J. Bordet [5], 
pour la lyse bactériophagique du bacille de Shiga par le filtrat 
de culture du colibacille lysogéne de Lisbonne et Carrére : cette 
lyse, qui ne s’observe jamais en bouillon oxalaté, ne se produit 
pas méme en bouillon ordinaire si celui-ci est assez nettement 
alcalin; elle apparait, par contre, réguliérement en bouillon 
additionné de 0,1 p. 1000 de chlorure de calcium aprés stéri- 
lisation, 


* 
x * 


L’addition d’oxalate de soude au bouillon ayant pour effet de 
freiner considérablement ]’atténuation du bacille du charbon par 
culture a 42°5, nous avons recherché si cet effet inhibiteur ne 
pourrait étre compensé en élevant davantage encore la tempé- 
rature de culture. 

Dans ce but, aussit6t aprés introduction du sang de cobaye 
charbonneux, les tubes de bouillon (oxalaté, témoin ou calcific) 
sont immergés dans un bain-marie réglé 4 une température cons- 
tante de 44°: l’emploi du bain-marie nous a paru préférable 
ad celui de l’étuve, du fait que les tubes y atteignent beaucoup 
plus promptement leur température d’état. Or, dans ces condi- 
tions, l’atténuation s’est révélée d’une rapidité surprenante. 

Dans un premier essai, les cultures, repiquées sur gélose aprés 
six jours de séjour 4 44°, puis inoculées a la dose de 1/20 de 
culture sur gélose, se sont toutes montrées privées de virulence ; 
il va sans dire que des cultures ensemencées de la méme fagon, 
mais maintenues aA l’étuve A 42°5, demeuraient virulentes aprés 
ce délai. 

En réalité, l’atténuation s’avére plus rapide encore que ne le 
laisse voir cette premi¢re expérience ; d’autre part, malgré sa 
prompltitude, on y décéle pourtant nettement Vinfluence favori- 
sante du calcium. Nous avons constaté en effet que, repiquée 
apres quarante-huit heures de séjour 4 44°, la culture en bouillon 
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calcifié ne présente déja plus qu’une virulence amoindrie. le 
cobaye inoculé ne succombant qu’aprés cing jours. 

Aprés soixante heures, la culture en bouillon calcifié est 
devenue tout a fait inoffensive ; 4 ce moment, celle en bouillon 
témoin tue le cobaye en cinq jours, et celle en bouillon oxalate, 
en quarante-huit heures. Aprés soixante-quinze heures de séjour 
a 44°, la culture en bouillon témoin, comme celle en bouillon 
calcique, a complétement perdu sa virulence. A ce moment, celle 
en bouillon oxalaté tue encore le cobaye, celui-ci succombant le 
quatriéme jour apres injection. Enfin, aprés quatre-vingt-seize 
heures, Ja culture en bouillon oxalaté se montre elle-méme privée 
de virulence. 

Bien qu'elle ne soit que retardée, en bouillon oxalaté, sans 
y étre empéchée, il est possible que le calcium soit non seulement 
utile, mais méme nécessaire a l’atténuation : on sait, en effet, 
que la précipitation de cet élément par l’oxalate de sodium n’est 
pas totale. 


RESUME. 


1° Le temps nécessaire 4 l’atténuation du bacille du charbon 
par culture 4 42°5 dépend de Ja teneur du bouillon en calcium. 
En bouillon ordinaire, dont l’appauvrissement en calcium, tou- 
jours trés marqué, varie avec le degré d’alcalinité, ce temps est 
irrégulier : parfois abolie aprés vingt jours, la virulence pour le 
cobaye peut persister, sous une forme amoindrie, jusqu’au qua- 
rantiéme jour. En bouillon additionné, aprés_ stérilisation, de 
0,1 p. 1000 de chlorure de calcium, l’atténuation est comple- 
tement réalisée dés le quinzi¢éme jour. En bouillon additionné 
de 2,5 p. 1 000 d’oxalate neutre de sodium, la virulence ne parait 
pas affectée méme aprés quarante jours; toutefois, une sub- 
culture effectuée & ce moment dans le méme milieu, et maintenue 
encore vingt jours a 42°5, se montre inoffensive aprés ce délai. 

2° La culture a 44°, au lieu de 42°5, aecélére considérablement 
Vatténuation. La rapidité de l’atténuation n’empéche toutefois 
pas de saisir, dans ce cas également, l’influence favorisante du 
ealetum, Déja perceptible, en bouillon calcifié, apres quarante- 
huit heures de séjour a 44°, l’atténuation s’est montrée achevée, 
dans ce milieu, aprés soixante heures. Par contre, la perte 
compléte de la virulence n’a été constatée qu’aprés soixante- 
quinze heures en bouillon témoin, et aprés quatre-vingt-seize 
heures en bouillon oxalate. 

En conclusion, Vatténuation du bacille du charbon par culture 
a une température supérieure a la température optimale est fone- 
tion non seulement du degré thermique, mais aussi de la teneur 
en calcium du milieu de culture. 
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LE DETERMINISME DE LA SPORULATION 
DE BACILLUS MEGATHERIUM 


1. — L’EFFET DE L’EPUISEMENT DE L’ALIMENT CARBONE 
EN MILIEU SYNTHETIQUE 


par N. GRELET (*). 


(Institut Pasteur. Service des Fermentations.) 


Introduction. 


Le déterminisme de la sporulation des Bacillacées est lebjet 
d’une controverse fort aneienne, dont on retrouve |’écho dans 
des publications récentes : 

certains auteurs, frappés par l’allure cyclique du phénoméne, 
ont veulu y voir Veffet d’un facteur interne qui produirait la 
sporulation a un certain stade de la culture, 4 moins que des 
conditions externes ne s’y opposent ; 

d’aulres, soulignant le réle de la sporulation dans la persis- 
tance de Vespéce, ont cherché & y montrer une réponse a des 
facteurs externes défavorables, par exemple l’épuisement des 
aliments, ou l’accumulation de produits de déchets. 

Un tel débat sur le réle respectif de facteurs internes et 
externes rappelle celui qui s’est élevé a propos d’autres pro- 
cessus cycliques connus chez les étres vivants: ainsi, dans les 
cultures de Cihés, Vapparition de la conjuga‘son. Parfois, au 
premier abord, il a paru exister un rythme « spontané », propre 
i Pespéce ; puis des travaux ultérieurs ont visé, et fréquemment 
réussi, 4 éliminer ou a provoquer a volonté le processus cyclique, 
par le jeu de facteurs externes. 

De méme avec les Bacillacées, il convient de rechercher si des 
conditions de culture peuvent étre créées pour lesquelles la 
croissance végétative se prolonge longuement sans sporulation ; 
de préciser ensuite les facteurs qui suffisent a déterminer la 
sporulation, et ceux qui sont nécessaires a sa réalisation. 

Nous renvoyons pour un historique détaillé a la revue récente 
de Knaysi, 1948 [44] sur « l’endospore des Bactéries ». 

De nombreux travaux ont été consacrés au réle des facteurs 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 7 juin 1951. 
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externes dans la sporulation. Si tant de résultats demeurent 
ininterprétables ou contestés, c’est que la sporulation a généra- 
lement été observée comme un phénoméne partiel, intéressant 
une partie seulement des germes, en proportions variables selon 
les souches et les conditions de culture; en particulier, les 
cultures sur milieu gélosé, d’usage courant, sont trés hétérogénes. 

D’autre part, les milieux bactériologiques usuels, bouillon de 
viande, eau peptonée, contiennent des aliments mal définis ; des 
interactions incontrélables entre aération, pH, métabolisme car- 
boné et azoté, rendent difficile de savoir si l’influence d’un fac- 
teur s’exerce directement, ou si elle n’est pas plutdt le résultat 
d’autres facteurs indirectement mis en jeu. 

On doit a Roberts, 1934 [46], d’avoir souligné dans une courte 
note l’intérét des milieux chimiquement définis, « synthétiques », 
pour ]’étude de la sporulation : cet auteur a utilisé des milieux 
liquides immobiles en couche mince. 

Knaysi, 1945 [9], a réalisé des cultures en milieu synthétique 
gélosé, et aussi en milieu synthétique liquide aéré par barbo- 
tage d’air. 

Nous avons signalé dans des notes de 1946 (6, 7] et 1950 [8] 
des résultats préliminaires concernant la sporulation obtenue en 
milieu synthétique liquide, aéré par agitation: |’agitation des 
cultures permet de réaliser une homogénéité telle que l’on puisse 
espérer obtenir la sporulation comme un phénoméne de « tout 
ou rien ». 

Nous nous proposons done d’étudier par cette méthode le role 
des faeteurs externes dans le déterminisme de la sporulation, 
chez deux variants, l’un lisse, l’autre rugueux, d’une souche de 
Bacillus megatherium. 

Dans ce premier mémoire, nous décrivons d’abord une culture 
du variant rugueux qui présente une croissance végétative pro- 
longée : nous nous y référerons, ici et par la suite, comme 4 une 
culture témoin. Nous lui comparons ensuite des cultures ot le 
glucose, en moins grande quantité, est plus rapidement épuisé. 
Puis nous étudions l’effet de l’addition ou de la substitution au 
glucose, d’autres aliments carbonés, en particulier d’acides 
aminés. 

Méthodes. 


LA SOUCHE UTILISEE ET SES VARIANTS ; STOCKS D’ ENSEMENCEMENT. 


De la souche M L de Bacillus megatherium, isolée d’une terre arable 
par Lemoigne en 1939, ont été isolés plusieurs variants, dont l’un, A, 
est rugueux, et l’autre, B, est lisse sur motit de biére gélosé. 

Dans ce premier mémoire, le variant A est seul étudié. 

Pour chaque variant, un stock de spores a été préparé : une culture 
entiérement sporulée par épuisement du glucose, dans Je milieu syn- 
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thétique et les conditions d’incubation que nous allons décrire, a été 
diluée au 1/10 et maintenue quinze minutes a 80° ; cette suspension 
de spores est gardée & + 4° en tubes scellés sous air. Les spores se 
sont conservées intactes pendant des mois. 


CONDITIONS D’ENSEMENCEMENT ET D INCUBATION. 


L’ensemencement par les spores procure un départ des cultures 
moins rapide et moins régulier que par un inoculat végétatif. On 
procéde donc toujours 4 deux passages successifs, 

Avec I goutte du stock de spores du variant choisi, on ensemence 
un flacon contenant le milieu convenable (soit le milieu témoin, soit 
un milieu ou le constituant dont on veut étudier 1l’influence est 
i concentration minimum). Aprés quarante-huit heures d’agitation 
a 380°, le trouble de la culture est visible. 

On ensemence alors chacun des flacons d’une série avec I goutte de 
cet inoculat végétatif. 

Les flacons sont fixés sur un agitateur 4 mouvement alternatif : 
90 oscillations par minute ; amplitude, 9 cm. 

Dans les conditions de la culture témoin, 25 cm® de milieu sont 
agités dans des flacons de 156 cm‘%. 

L’incubation a lieu a 30°. 


MILIEU TEMOIN CHIMIQUEMENT DEFINI. 


Les concentrations de chacun des constituants du milieu témoin 
seront justifiées ultérieurement : elles sont fixées de facon que le 
glucose, trés abondant au départ, soit le premier constituant 4 devenir 
facteur limitant de la croissance. 

Nous avons utilisé les produits « purs pour analyse » du commerce, 
sans purifications supplémentaires, dans ]’eau redistillée sur Pyrex : 


g/l 10-6 M 
Glucose anhydre (stérilisé séparément) . . . 45 250 000 
NOSK, aivysyker ss 5 a pbbe Pople Siete sehen ae 10 100 000 
SQpRy 1. a 346 pce Penal ae eee 0,174 4 000 
PO He Kori join cans (a? og eg See) ce eee 6,8 50 000 
SOIMa, ST HGO! 5%, take spe Ren gee» anne 0,123 500 
SO) Miny-4j0' “7 scat oie weeny eae 0, 00223 40 
(SOpsMe5.. 6. 5. 3 wate eee am eee 0,02 50 
SO pmo i He O52 ae em eee ae 0, 0444 50 
CeCe HgO sche. ain 3, aay, eS 0,183 1 000 
OHA eS tn be a.) Stns ee ae 0,330 5 900 


L’azote est apportée sous forme nitrique, et non sous forme ammo- 
niacale, pour éviter l’acidification en cours de culture. 

Le pH initial est A 5,8 aprés stérilisation, ce qui laisse une marge 
suffisante pour une alcalinisation ultérieure. 


Les modifications que nous ferons subir A ce milieu témoin seront 
indiquées dans le texte. 
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TECHNIQUES DES EXAMENS ET DOSAGES. 


Des prélévements sont effectués stérilement A la pipette dans les 
flacons, et les examens et dosages suivants sont faits sur les échan- 
tillons : 

Examen microscopique in vivo A l’objectif & immersion. 

Opacité : la mesure de la densité optique est faite sur une dilution 
au 1/20 de la culture, dans un tube calibré de diamétre 19 mm, 
& Télectrospectrophotométre Coleman, lumiére monochromatique 
700 mu ; pour que l’opacité fournisse directement une indication sur 
ia matiére séche en g/l, la densité optique lue a l’appareil est multi- 
pliée par 50, coefficient qui correspond au cas des jeunes cultures 
(vingt-quatre 4 trente-six heures), mais qui peut étre jusqu’A deux 
fois trop fort avec des cultures vieilles (quarante-huit 4 soixante-douze 
heures), ou sporulées. 

Mesure du pH a Vélectrode de verre. 

Glucose : dosé par la méthode cupro-iodométrique selon la technique 


de Schaffer et Somogyi [17]. 


Résultats expérimentaux. 
I. — CULTURE TEMOIN DU VARIANT A. 


Dans le milieu témoin (contenant 250.10—-* M, soit 45 g/l] de 
glucose), et dans les conditions d’aération décrites ci-dessus 
(25 cm® de milieu dans un flacon d’Erlenmeyer de 150 cm’), la 
culture du variant A présente une croissance végétative pro- 
longée (tableau 1). 


Taux DE cRoIssANcE. — Une culture préliminaire, dont l’opa- 
cité commence juste a étre visible, fournit ]’ensemencement qui 
représente 1/500, soit 2—*°, du volume de la culture ensemencée. 

Dix heures aprés l’ensemencement, la culture arrive au méme 
point de développement que l’inoculat. Comme il est vraisem- 
blable que le temps de latence est nul dans ces conditions, on 
estime que les 9 divisions nécessaires se sont produites en dix 
heures, soit avec un taux de croissance de 0,9. 

De méme, ]’opacité quadruple presque entre onze heures trente 
et treize heures trente, soit en deux heures, ce qui correspond 
2 un taux de croissance de 1,0 environ. 

Par la suite, le taux de croissance tombe rapidement : calculé 
pour l’accroissement des opacités entre vingt-cing et trente et 
une heures, il est de 0,05 seulement. 

Le glucose est épuisé vers trente-deux heures. 

Le facteur qui limite ainsi le taux de croissance, avant que 
l’épuisement du glucose ne limite le développement maximum 
de Ja culture, est l’aération : lorsque la culture devient trés 
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dense, l’agitation n’assure plus un apport suffisant d’oxygene. 
Nous y reviendrons dans un mémoire ultérieur. 


pH. — Durant la croissance exponentielle, le milieu s’alcalinise 
par suite de l’assimilation de l’azote nitrique. 

Si le pH s’abaisse ensuite de 6,1 a treize heures trente, jus- 
qu’a 5,6 a vingt-cing heures, c’est en raison d’une insuffisance 
de l’aération entrainant la production d’acides organiques [6, 4]. 

Enfin, lorsque le glucose arrive & épuisement, le pH se reléve 
rapidement, atteint 8,0 vers quarante heures et 8,9 a quatre- 
vingt-deux heures. 


MoRPHOLOGIE BACTERIENNE. — Les bacilles normaux — que 
nous désignons ainsi par opposition aux formes variées que nous 
décrirons ultérieurement lors de diverses pénuries — sont des 


batonnets remplis de fines inclusions réfringentes ; leur largeur 
est d’environ 1,4 p; ils se divisent lorsque leur longueur atteint 
6 a 7 pw. Dans la période de croissance exponentielle, ils restent 
unis en longues chaines réguliéres de 8, 16 et méme 32 batonnets. 
Par la suite la chaine ne compte plus que 4, puis 2 éléments et 
les bacilles restent plus courts. 

Lors de ]’épuisement du glucose, la sporulation se produit, 
mais élle n’est jamais compléte dans ces vieilles cultures trés 
denses qui ont épuisé lentement de grandes quantités de glucose 
et qui sont trés alcalinisées : il reste des batonnets non sporulés 
dont certains se dissocient en libérant leurs inclusions réfrin- 
gentes qui forment dans le milieu des amas de granules fins 
& cdté des spores libres. 


TasLeau 1. — Evolution de la culture témein du variant A. 
Glucose : environ 250.40 —$ M (45 g/l). 


Aas tiaded pH Sp ae opaciTé (1) EXAMEN MICROSCOPIQUE (2) 

es se 5,8 45,9 

41,30. 5,9 43,9 0,5 B. n., ch. 4-46. 

13,30. 6,4 44,6 4,95 |B. n., ch. 8-32. 

3. , 5,6 41,5 47,2 B. n., ch. 24. 

He, AGB (ig is 22,4 B.n., ch. 2. Rares sp. en form. 

34,30. 6,8 0 23,9 B. n., ch. 2. Quelques sp. incl. 

S2 ties 8,9 0 14,0 Sp. libres, quelques sp incl., 
quelques B. non sporulés, 
fins granules libres. 


(1) L’opacité, proportionnelle a la densité optique, correspond a ro a1 i one 
mati¢re s¢che en grammes par litre. pias Fae : ieinlneiiekiia nai 
(2) B. n: bacilles normaux (décrits dans le texte); ch. 4-16: chaines de 416 bacilles 


be os form. : spores en formation dans les bacilles; sp. incl. : spores incluses dans les 
yacilles. 
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Nous avons noté dans l’expérience du tableau 1, de rares 
spores en formation a trente et une heures, alors qu’il reste 
encore un peu de substances réductrices dosées. Nous verrons, 
dans un prochain mémoire, que le variant B, dans les mémes 
conditions, jsporule précocement, bien avant l’épuisement du 
glucose : nous en trouverons la cause dans une insuffisance de 
Vaération. 


II. — Le Gtucoss, 
FACTEUR LIMITANT DE LA CULTURE DU VARIANT A. 


En présence de quantités initiales de glucose moindres que 
dans le milieu témoin (tableau II), l’évolution du taux de crois- 
sance, du pH et de la morphologie bactérienne, est analogue 
a celle que nous avons décrite pour la culture témoin, jusqu’a 
’épuisement du glucose. 

Une fois le glucose épuisé, la croissance est interrompue ; tou- 
tefois, avec le milieu contenant 4,8 g de glucose par litre, l’opa- 
cité continue a croitre un peu. Le pH s’éléve d’autant plus que 
la culture est plus dense, ce qui s’explique par le fait que l’azote 
nitrique a été assimilé en quantité plus grande. 

A compter de l’épuisement du glucose, la chronologie de la 
sporulation s’établit ainsi : 

Entre quatre et sept heures, les spores réfringentes se forment 
a Vintérieur des batonnets (spores incluses) ; dans une chaine de 
2 éléments, il se forme généralement 4 spores, ce qui montre 
que chaque élément est un diplobacille dans Jequel la paroi 
transversale est peu ou non visible; les spores se forment aux 
extrémités de chaque diplobacille. 

_ Entre onze et quinze heures, les chaines se fragmentent et les 
batonnets se lysent, laissant peu de débris et libérant les spores. 

Une objection doit étre levée ici: la sporulation pourrait étre 
due non a l’inanition carbonée, mais 4 quelque produit du méta- 
bolisme formé dans le milieu de culture a la suite de l’épui- 
sement du glucose. Nous avons donc remis les bacilles d’une 
culture sur milieu témoin, aprés les avoir centrifugés et lavés, 
en suspension dans un milieu neuf avec ou sans_ glucose, 
a pH 6,8; en présence de glucose, la croissance reprend, accom- 
pagnée d’acidification ; en absence de glucose, la sporulation est 
compléte, et le pH reste constant jusqu’a la soixante et onziéme 
heure. On peut donc affirmer que c’est bien |’épuisement de 
Valiment carboné qui provoque la sporulation et que, de plus, 
la sporogénése n’exige pas de source d’énergie externe : les 
réserves des bacilles y suffisent. 

La contre-épreuve consiste 4 ajouter du glucose a une culture 
ou il est déja épuisé, aux divers stades du processus de spo- 
rulation,. 
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Tas.eau I}. — Evolution des cultures 
sur milieux pauvres en glucose. 


Glucose : environ 100.10- 3 M (48 g/l) et 25.140 —3 M (4,5 g/l). 


cones pH +} CLUC0eE, | Wopacire EXAMEN MICROSCOPIQUE 

en heures en g/l 
| 

amet 8r8 47,5 
MGW is e- € 5,9 16,4 0,4 Bjn., ch: 4a 8: 
14,30 . 6,415 yBIRS 1,95 ene, eli, ey see 
Zon 6,95 0,02 10,2 B. n., ch. 2. Rares sp. en form. 
25 ; Tied 0 10,3 B. n., ch. 2. Quelques sp. incl. 
Doak ¢ 71,45 40,4 Sp. incl. 2 a 4 par chaine). 
34. 7,23 10,7 Sp. incl. 
Soaks 1,35 40,6 Sp. incl. Quelques sp. libres. 
34O Ue 7,45 10,4 Sp. libres et incl. 
Sone 8,0 8,6 Sp. libres. 
‘eae 5,8 4,8 
14,30 6,0 3,75 0,7 B. n., ch. 4 a 8. 
12,30 6,05 2,65 G2 Bs ne; eh. 4 ai: 
43,30 6,15 ite?) 4,95 BaD. ehie Siavo2e 
14,30 6,25 0,04 3,05 B. n., ch. § a 32. 
23 6,35 0 4,4 S. incl. (2 & 4 par chaine). 
25 6,35 4,4 Sp. incl. 
27,30 6,45 4,6 Sp. libres. Quelques sp. incl. 
See 6,5 4,7 Sp. libres. Rares sp. incl. 
$2. 6,5 5,0 Sp. libres. 


Si le glucose est ajouté avant que n’apparaissent les ébauches 
de spores dans les bacilles, la sporulation est empéchée, sauf 
dans quelques batonnets ot 11 se forme des spores incluses. 

Si la culture est déja au stade des spores incluses, l’addition 
de glucose n’empéche pas les spores de se libérer, mais permet 
ensuite la germination d’une notable partie des spores et la 
reprise de la croissance. 

Il en est de méme si on ajoute le glucose a une vieille culture 
constiluée de spores libres : une partie des spores germent, la 
croissance reprend et le pH s’abaisse. Si le glucose est une 
seconde fois épuisé, il se produit une nouvelle sporulation. 

Ces faits montrent que la sporogénése, une fois amorcée, 


continue et s’achéve, méme si disparait le facteur qui avait 
provoquée, 


III]. — L’rerrer sur LE VARIANT A D’ALIMENTS CARBONES 
AUTRES QUE LE GLUCOSE. ' 


Selon Foster et Heiligman, 1949 [5], l’alanine présente un 
effet inhibiteur sur la sporulation de B. cereus, B. anthracis et 
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B. subtilis, mais non sur celle de B. lacticola, B. mycotdes, 
B. megatherium et B. lactis. 

Leurs expériences sont réalisées en milieu synthétique agité ; 
le milieu contient seulement 6,5.10—* M de phosphate ; les acides 
aminés sont la seule source azotée ; le pH initial est a 7,2. Ils 
observent que B. cereus donne, avec le glutamate comme seul 
aliment, une bonne croissance, mais une sporulation négli- 
geable ; que laddition de glucose accroit le pourcentage de 
spores ; mais que cette sporulation est inhibée par l’addition de 
D-L-alanine. 

Nous avons d’abord reproduit & peu prés exactement, avec le 
variant A de notre souche de B. megatherium, les milieux et les 
conditions de culture de Foster et Heiligman. 

Avec 8 g/l, soit 54,4.10—* M de glutamate comme seul aliment 
carboné, il n’y a, en effet, pas de sporulation : mais nous en 
voyons la cause dans J’alcalinisation qu’entraine |’ assimilation 
de l’acide glutamique dans ce milieu faiblement tamponné ; 
* quatre-vingt-huit heures, le pH est a 9,4 et la croissance est 
arrétée. 

Avec des quantités moindres de glutamate, il se produit une 
sporulation presque totale (4 g/l), ou totale (2 g/l) car l’alcalinité 
finale est plus faible. 

L’addition de glucose entraine lVassimilation d’une part plus 
importante de l’azote aminé, et par conséquent une alcalinité 
finale moindre qui explique la sporulation observée. 

Enfin, nous constatons, comme Foster et Heiligman, que chez 
B. megatherium, la D-L-alanine n’inhibe pas la sporulation. 

Dans d'autres expériences, nous avons fait varier dans notre 
milieu témoin habituel (nitrate 100.10—* M, phosphate 50.10—* M, 
pH initial 5,8) la nature de l’aliment carboné. 

Lorsque le glutamate est seul aliment carboné (50.10—* M), les 
bacilles d’une culture en croissance sont des batonnets hyalins, 
dépourvus d’inclusions : Lemoigne, Croson et nous-méme, 
1950 [43], avons montré que ces bacilles ne contiennent que des 
traces de lipide p-hydroxybutyrique. Dés que l’aliment carboné 
est consommé, la sporulation se produit. On sait que, dans les 
bacilles cultivés sur glucose, le lipide p-hydroxybutyrique dis- 
parait lors de la sporulation [48, 44]; nous constatons ici que 
sa présence n’est pas nécessaire au déroulement du processus. 

Sur L-alanine seule (25.10—-° M), la culture part tardivement, 
mais 4 cent seize heures elle est complétement sporulée. 

Sur D-alanine seule (25.10—-* M), il n’a pas été constaté de 
culture a cent seize heures lors de l’arrét de l’expérience. 

Pourtant, ajoutées au glucose et au D-L-glutamate, la L- ou 
la D-alanine paraissent assimilées immédiatement : a_ trente 
heures, l’opacité est plus forte et le pH plus élevé en leur pré- 
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sence qu’en leur absence ; dans tous les cas, la sporulation est 
complete. 

Ajoutons enfin que nous avons observé également la sporula- 
tion lorsque l’aliment carboné limitant est un acide organique 
assimilable : acides malique, fumarique, succimique ou acétique. 


Discussion. 


D’un travail sur une souche de B. mycoides, Knaysi, 1945 [9], 
conclut que « les endospores sont formées en milieu aérobie par 
des cellules saines faisant face a J’inanition ». (Traduit de 
Vanglais.) 

Foster et Heiligman, 1949 [5], tirent d’expériences sur B. cereus 
la conclusion opposée : « la sporogénése est indépendante de la 
croissance, cette derniére peut étre abondante, saine et soumise 
& imanition, et pourtant ne pas aboutir 4 la production des 
spores ». (Traduit de langlais.) 

Les conclusions du présent mémoire, annoncées dans une 
note de 1946 [7] sont en faveur de la premiére conception ; les 
cultures en milieu synthétique agité nous paraissent susceptibles 
de mettre hors de contestation des faits qui ont déja été entrevus 
ou observés par de précédents auteurs, certains trés anciens. 

Les auteurs qui ont étudié la sporulation dans des milieux 
complexes, eau peptonée, bouillon de viande, ont souvent 
employé la méthode simple qui consiste 4 comparer le degré de 
sporulation dans diverses dilutions du méme milieu. En général, 
la sporulation est plus totale et plus précoce en milieu dilué 
qu’en milieu concentré ; toutefois, des exceptions ont été signa- 
lées [8, 18]. L’épuisement des aliments, plus rapide en milieu 
dilué qu’en milieu concentré, apparait bien un facteur détermi- 
nant de la sporulation ; au contraire, l’accumulation des produits 
du métabolisme ne provoque pas en général la_ sporulation, 
comme il avait été longtemps supposé, mais l’inhibe plutét, sans 
doute par suite d’une acidification ou d’une alcalinisation. 

Biichner, 1890 [4], a constaté que des bacilles végétatifs trans- 
férés dans eau distillée et incubés dans des conditions conve- 
nables subissent la sporulation. Knaysi, 1945 [9], observe le méme 
fait sur gélose sans substances nutritives ; et nous le retrouvons 
ici en mettant des bacilles lavés en suspension dans un milieu 
minéral neuf sans glucose. 

De nombreux auteurs ont décrit un effet inhibiteur du glucose 
et des autres sucres fermentescibles sur la sporulation : l’expli- 
cation en est sans doute que, d’une part, l’addition de sucre 
retarde le moment ot tout l’aliment carboné est épuisé ; que, 
dautre part, la métabolisation du sucre, dans les conditions les 
plus fréquentes de culture, acidifie le milieu [42, 9]. Avec le 
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milieu synthétique glucosé, nitraté, vigoureusement aéré, nous 
évitons l’acidification, et nous démontrons nettement que |’épui- 
sement de l’aliment carboné entraine la sporulation. 

Bayne-Jones et Petrilli, 1933 [2], puis Knaysi, 1946 [40], ont 
montré que, lorsque des bacilles 4 un stade avancé de la sporo- 
génése sont transportés dans un milieu nutritif neuf, la libération 
des spores continue et s’achéve ; a un stade moins avancé, la 
sporogénése est interrompue, mais le germe sporulé ne reprend 
pas sa multiplication, Nous observons également cette irréver- 
sibilité de la sporogénése lorsque nous ajoutons du glucose a 
une culture ot le glucose initial est épuisé et ot la sporulation 
est en cours. 

Mais cette irréversibilité du processus cytologique ne s’oppose 
pas a ce que le déclenchement de la sporulation soit déterminé 
par des facteurs externes. 

Au contraire, Foster et Heiligman, 1949 [5], que nous avons 
cités au début de cette discussion, paraissent penser que les 
facteurs externes peuvent seulement inhiber la sporulation : tel 
est leffet de Vaddition de D-L-alanine chez B. cereus, mais non 
chez B. megatherium. Nous n’avons pas l’expérience de B. cereus ; 
mais nous montrons avec B. megatherium qu’une trop forte alca- 
linisation du milieu, due a l'utilisation des acides aminés comme 
aliments carbonés, peut empécher la sporulation, sans qu’il y ait 
inhibition spécifique. 


Conclusions. 


L’étude des facteurs externes de la sporulation est entreprise 
avec deux variants d’une souche de Bacillus megatherium, en 
milieu chimiquement défini, aéré par agitation. 

Dans ce premier mémoire, le variant A est seul utilisé. II 
présente dans un milieu témoin, une croissance végétative pro- 
longée, qui s’achéve par l’épuisement d’une quantité élevée de 
glucose. 

L’épuisement du glucose, a diverses concentrations initiales, 
entraine la sporulation. Les bacilles sporulent s’ils sont remis 
en suspension aprés lavage dans un milieu neuf sans glucose. 
L’addition de glucose a une culture sporulée est suivie de la 
germination de nombreuses spores et d’une reprise de la crois- 
sance ; dans une culture en voie de sporulation, elle n’empéche 
pas la formation des spores de se poursuivre, ce qui indique une 
irréversibilité de la sporogénése. 

Lorsque des acides organiques sont ajoutés ou substitués au 
glucose, si l’alcalinité finale de la culture permet |’épuisement 
des aliments carbonés, la sporulation se produit alors ; en parti- 
culier, ni la L-, ni la D-alanine n’ont d’effet inhibiteur sur la 
sporulation de la souche étudiée. 
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Ces résultats confirment la conception, parfois encore contestée, 
selon laquelle I’épuisement de l’aliment carboné est un facteur 
de sporulation. 

Dans de prochains mémoires, nous examinerons si la sporu- 
lation se produit lorsque d’autres constituants du milieu, ou 
d’autres conditions de culture, limitent la croissance. 
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ETUDE COMPAREE 
DES CONDITIONS ECOLOGIQUES 
ET DES CONDITIONS DE LABORATOIRE 
DANS LE CAS DES JH/OQRHODACEES 


par Hetens WINOGRADSKY (’). 


(Institut Pasteur. Service de M. Dusarric pe 1a Rivrére.) 


Winogradsky a insisté, ade nombreuses reprises [4], sur ’impor- 
tance pour le bactériologiste de ne jamais perdre de vue, dans 
les expériences de laboratoire, les conditions écologiques. D’ot 
la grande importance qu’il attache aux cultures brutes ou spon- 
tanées. Mais ceci, sans méconnaitre que la méthode des cultures 
pures permet de compléter et d’élucider les résultats obtenus par 
le procédé des cultures dites brutes. Ainsi, la découverte par 
Winogradsky (1890) des organismes de la nitrification a permis 
de comprendre les travaux qui l’ont précédée, tels que ceux de 
Pasteur, Boussingault, de Schloesing et Muntz. Winogradsky 
admet ainsi que « ... la culture pure est obligatoire pour les 
études physiologiques et biochimiques, qu’elle est méme la condi- 
lion sine qua non de leur conduite correcte ». D’un autre cdté, 
ce méme auteur nous met en garde contre le fait qu’envers 
lespéce donnée, maintenue en culture pure, « ... libre carriére 
est donnée a l’expérimentateur de forcer la nature de l’espéce, 
...en exploitant ses caractéres polentiels ou latents », en élimi- 
nant surtout « un facteur écologique des plus importants : la 
compétition »... on risque de créer des artefacts physiolo- 
yiques (physiological artefacts), selon l’expression de Kluyver [2]. 
Il insiste que l’activité microbienne au sein des milieux naturels 
« ne devrait pas étre envisagée comme la somme des acti- 
vités individuelles, mais comme le travail d’un collectif auto- 
réglable... Il serait temps, poursuit-il, de tracer une ligne de 
démarcation entre les études physiologiques et chimiques propre- 
ment dites d’un cété et, de l’autre, les recherches sur la dyna- 
migue microbienne des milieux naturels, qui sont de nature 
écologique ». ‘ 

Il parait qu ces idées non conformistes commencent a 
s’implanter dans la microbiologie moderne en Europe et aux 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 5 juillet 1951. 
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Etats-Unis. Pour ne citer que R. Y. Stanier : « I] n’était peut-étre 
pas surprenant que la maniére persistante de Winogradsky de 
travailler avec des « cultures sales » (« dirty cultures »), ne soil 
pas comprise tout de suite par une génération de bactériologistes, 
formée a l’importance de la méthode des cultures pures, igno- 
rante encore de la signification de la taxonomie dans la géné- 
tique bactérienne... (1). 


Nous avons jugé utile de contribuer 4 létude de cette question 
en présentant les quelques résultats obtenus, au cours de plu- 
sieurs années, avec des cultures de Thiorhodacées. 

On sait que les Thiorhodacées sont trés répandues dans les 
milieux naturels. Hormis les eaux sulfureuses qui sont leur 
milieu de prédilection, on les trouve dans les eaux et les boues 
des fossés, dans les boues des berges de riviéres, dans certains 
lacs et bassins maritimes, les estuaires et les lagunes saumatres, 
ainsi que l’ont observé nombre de chercheurs et nous-méme. 
Leurs pullulations ne sont pas toujours apparentes et l’inlensité 
de ces pullulations dépend de l’époque de l’année : fin juillet a 
{in oclobre est |’époque la plus favorable, alors que la décom=- 
position des matiéres végétales est au plus intense avec déga- 
gement de SH, leur métabolite. Nous avons aussi observé une 
courle période d’activité a la fin du mois de mars et jusqu’a la 
fin du mois de mai. 

C’est une famille de bactéries autotrophes, anaérobies, compre- 
nant plusieurs genres, caractérisés par leur pouvoir d’oxyder 
le SH, en soufre, qu’elles emmagasinent 4 la lumiére a l’inlérieur 
de leurs cellules « sous forme de globules de consistance siru- 
peuse » (Winogradsky, (loc. cit.), selon les formules (1), et l’oxy- 
cent en sulfates pendant les heures d’obsecurité, selon la for- 
mule (2) [8]. 


CO, + 2H,O —> CHO + HO + 0, 
CO, + 2H,S —>CH,O + H,O +28 () 
2CO, + HS 4H,0 —S CHO SHO Hes, (2) 


Elles sont toutes pigmentées en rouge de différents tons. 
{] faut aussi mentionner la famille des Leucothiobactéries, qui 
mont pas besoin de lumiére pour réduire l’hydrogéne sulfuré, 


sont incolores et sont représentées par des espéces filamenteuses, 
4 Vexeception de deux. 


(1) ... « It is perhaps not surprizing that to a generation drilled 
in the importance of pure culture methods, and yet unaware of the 
implications of bacterial genetics for taxonomy, Winogradsky’s oft- 
reiterated insistance of working with « dirty cultures » was unintel- 
ligible.., ».-R. .Y. Stanier, The Qe Review of Biology, The Johns 
Hopkins University, Boltieeoee Jol Cirades Hem Win): 
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L’existence d’organismes, renfermant des globules de soufre 
a l’intérieur de leurs cellules, est connue depuis que l’attention 
des chercheurs a été attirée par la barégine (ou glairine) des 
sources sulfureuses, et qui sont des pullulations de Leucothio- 
bactéries filamenteuses. Duclaux [3] mentionne les travaux de 
Cramer (1870), de Cohn (1875), d’Etard et Olivier (1882) et 
d’aulres. En 1873 et 1876, Ray Lankester [4] fait une étude sur 
les Thiorhodacées, et enfin, en 1888, Winogradsky [5] publie une 
monographie sur les Thiobactéries pourpres et incolores. 

Au cours des derniéres décades, d’importants résultats ont été 
obtenus par la méthode des cultures pures, par différents 
auteurs, parmi lesquels il faut mentionner Keil [6], qui, tout en 
critiquant la méthode de culture de Winogradsky, est guidé par 
les résultats de cet auteur. Bavendamm [7] donne une mono- 
graphie trés détaillée et une classification comprenant des espéces 
nouvelles, trouvées depuis le travail de Winogradsky. Van 
Niel [8} seul et en collaboration avec Muller [9] fait une étude 
remarquable et trés détaillée du point de vue morphologique, 
physiologique et phototrophique ; Muller [40] étudie la réaction 
de quelques espéces de Thiorhodacées envers les substances 
organiques remplagant le métabolite inorganique ; Reelofsen [44] 
s’occupe de la photodynamique ; Wassink et Manten (42 et 43] 
étudient l’effet de petites doses d’acides gras ajoutées au milieu 
minéral ; Johanna Gietzen [44] étudie la physiologie des espéces 
marines. 

Tous ces travaux ont une grande valeur au point de vue bio- 
chimique : ils montrent que ces organismes résistent aux condi- 
tions défavorables du laboratoire, mais qu’ils ne le font qu’en 
s’y adaptant, c’est-d-dire en subissant des changements morpho- 
logiques et physiologiques, 

Comme exemples d’observations d’une faculté naturelle d’adap- 
tation chez ce genre, nous citons les travaux d’Issatchenko [45] 
sur les Thiorhodacées, trouvées dans des conditions écologiques 
bien éloignées de celles dans lesquelles nous les trouvons habi- 
tuellement. Ce chercheur les a découvertes dans les profondeurs 
de la terre, dans les eaux de forage des puits de pétrole. Elles 
ont aussi été trouvées dans les profondeurs de la mer Noire. 
Ces données indiquent une adaptation aux conditions défavo- 
rables. C’est une adaptation du méme ordre que nous observons 
chez les espéces en culture pure. Nous permettrait-elle d’expli- 
quer le phénoméne naturel observé par le chercheur russe ? 


Nous avons cherché a cultiver ces organismes au laboratoire 
pendant de longues années, sans provoquer les modifications 
morphologiques et physiologiques, qui permettent l’adaptation 
observée dans les cultures pures. Pour cela, nous avons employé 
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des milieux se rapprochant au maximum du milieu naturel, — 
sans chercher a les isoler en culture pure. 


TECHNIQUES. 


1° Pour pratiquer des cultures brutes — « aquarium » —, nous 
avons employé la méthode de Bavendamm (loc. cit), qui consiste 
jd introduire dans une éprouvette 4 pied de 1000 cm*®, l’échantillon 
additionné de 5,0 g de sulfate de calcium, 5 g de sulfate de magné- 
sium et la quantité nécessaire de carbonate de calcium par litre. Si 
le pH de l’eau de l’échantillon est neutre, le CO,Ca n’est pas néces- 
saire. Cette méthode différe de celle de Winogradsky (loc. cit.) : celui-ci 
ajoute le sulfate de calcium et quelques morceaux de racine de 
Butomus comme matiére végétale putrescible. Dans les 2 cas la pro- 
duction de SH, est laissée aux réducteurs de sulfate. On remplit ensuite 
l’éprouvette avec l’eau de l’échantillon, on bouche soigneusement et 
on garde a la lumiére du jour ou Aa |’étuve éclairée. 

2° Nous avons également employé des tubes de 20 mm que nous 
remplissions avec un prélévement des cultures-aquarium pour contrdéle 
de la vitalité. Ces cultures étaient généralement de courte durée. 

8° Parallélement avec les cultures-aquarium, on _ pratiquait des 
cultures brutes en flacons bouchés a l’émeri, remplis de milieu de 
van Niel (loc. cit.), de composition suivante : 


Chilorure ida mamMTO NTT ep een ee mee ete eee do 
Phosphate de potassium bibasique. ........... 0,5 ¢ 
Chiloruroede mia eniCSiunn weiner meee eer a 0,2 ¢ 
Bicarbonate dersodiume ty. elem se. Sure. tee mere ee ig 
Bisulfurémessodiiims sesceral aan Serer 1g 
Bau distillee mc’ gnc tins bert chn, Kiet cei nia a ace ee 4 000 cm3 


Des flacons (bouchés & l’émeri) de 150 cm? ont été ensemencés avec 
environ 2 cm® de l’échantillon, remplis de milieu et bouchés soigneu- 
sement, les bouchons légérement paraffinés. 

4° Pour les expériences de contréle morphologique, on employait 
la méthode de van Niel (loc. cit.) modifiée : au lieu du méme milieu 
gélosé & 2 p. 100, réparti en tubes scellés A la paraffine qui lui 
servaient pour les isolements en culture pure, nous répartissions le 
milieu liquide en tubes de 18 mm, fermés avec un tampon de coton 
et un bouchon de liége. Nous les ensemencions avec les cultures 
A notre disposition, diluées ou non. Ces essais, généralement de courte 
durée (quinze ou vingt jours selon le cas), étaient faits pour observa- 
tion microscopique. 

Toutes les cultures étaient, suivant la technique de van Niel (loc. 
cit.), gardées & l’étuve éclairée, dont on laissait varier la température 
entre 25 et 33°. Le pH des cultures (en tubes et en flacons) était ajusté 
approximativement 4 7,7 pour le début ; on ne le laissait pas dépasser 
&,5-8,6. On ajoutait périodiquement du NaS, et on ajustait le pH, s’il 
y avait lieu. On laissait les cultures-aquarium en grandes éprouvettes 
telles quelles. 
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EXPERIENCES. 


Echantillons « Grenelle I ». — 1° Un 
Schantillon est prélevé sur la berge de la 
Seine, prés du pont de Grenelle (eau et 
boue mélangées), le 17 décembre 1942. II 
est ensemencé comme nous l’avons décrit 
plus haut et me donne pas de résultats ; 
trés probablement parce qu’il a été prélevé 
pendant la mauvaise saison. 

2° Un échantillon, prélevé dans les mémes 
conditions, mais Je 18 mars 1948, nous 
a donné des pullulations de Thiorhodacées 
au bout d’environ vingt jours. 


L’examen microscopique nous a 
montré la présence de formes ressem- 
blant & Lamprocystis, Amcebobacter 
roseus, Am. bacillosus, Am. granula, 
une pelile espéce de Chromalium ct une 
Thiobactérie incolore filamenteuse, res- 
semblant a Beggiatoa media {Wino- 
gradsky] (fig. 3), que nous n’avons pas 
pu culliver, les formes  filamenteuses 
sxigeant une eau courante. 


Echantillon de Colombes. — _ D/autres 
échantillons ont été prélevés au courant 
de l’année 1943, parmi lesquels il faut 
mentionner une boue brute de la Sta- 
tion d’Epuration de Colombes ct dont la 
culture-aquarium ¢tait particuliérement ins- 
tructive, montrant une zone de pénétra- 
tion du SH, trés délimitée, marquée par 
des pullulations rouges, qui consistent en 
formes a végélation phytogléique, avec 
Lamprocyslis prédominant (fig. 1 et 2). 

Echantillon « Grenelle II ». — Un nouyel 
échantillon est pris sur la berge de la 
Seine (eau et boue mélangées), prés du 
pont de Grenelle, Ie 7 juillet 1944. Nous 
en possédons actuellement la  culture- 
aquarium. Elle a été repiquée a plusicurs 
reprises, comme il a été décrit, en flacons 
bouchés 4 l’émeri, qui ont été ravitaillés 
périodiquement en métabolite et leur 
pH contrélé. Les examens microscopiques 
révélent toujours des espéces 4 végétation 
phytogléique, montrant que si la culture 
est maintenue & un pH d’environ 7,7 et 
le métabolite ajoulé a des intervalles suffi- 
samment réguliers, les espéces conservent 
leurs caracléres morphologiques et leur 
vitalité. 


aii diectsentineatnteaeacrtnantinimtenattbuntadudertmmtate te ee S 


Fic. 4. — Culture aqua- 
rium. Echantillon « Co- 
Jombes » du 22 juillet 1943 


(a, & 6, zone des pullu- 
lations). 
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Echantillon « Chantiliy ». — Prélevé le 23 septembre 1947, dans le 
Parc de Chantilly, sur le fond calcaire d’un canal a eau trés claire, 
suffisamment pure pour que des truiles de toutes tailles y puissent 
vivre. Superposées A des végétations abondantes d’algues vertes et de 
Cyanophycées, on observe d’énormes plaques rose péche, rouge sang 
et rouge violacé des Thiorhodacées. Plus prés de la berge, a Vombre, 
on observe une trame de menus fils blanc argente, ressemblant a des 
fils d’araignée givrés, de Thiobactéries filamenteuses blanches. Il y a 


Fic. 2. — Lamprocystis sp. Membrane détachée de la paroi 
de Ja culture aquarium. Cellules contenant des gouttes de soufre. * 2 000. 


Fic, 3. — Beggiatoa media. 
Echantillon « Grenelle I » du 48 mars 1943. &K 4 800. 
Fic. 4. — Amebobaclcr roseus. Echantillon « Chantilly » du 23 septembre 1947. 
Examen direct. X 4 800. 


un dépdt blanc sur les feuilles des buissons, trempant dans l’eau. 

La teneur de l’eau en composés de soufre, déterminée par M"* Hamon, 
est 19,1 mg de soufre par litre. Le dépét blanc sur les feuilles ne 
contient qu'une trés faible quantité de composés de soufre (mais ceci 
est peut-étre di au hasard du prélévement). 


L’examen microscopique direct des prélévements montre la 
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présence de formes filamenteuses blanches appartenant au groupe 
des Leucothiobactéries, ressemblant a Beggiatoa alba, Beg- 
giatoa media, Beggiatoa minima et Thiothrix nivea ; des formes 
rouges, ressemblant a Lamprocystis, aux Amcbobacter granula, 
bacillosus et roseus, Thiopedia rosea ; des Cyanophycées et des 
Protozoaires (fig. 4 et 5). 


Toutes les cultures ensemencées avec cet échantillon se 


Fic. 5 — Thiopedia rosea. Echantillon « Chantilly » du 23 septembre 1947. 
|Examen direct. x 1 800. 
Fic. 6. — Chromatium sp. et phytoglée de Amabobucter granula. 
Ech. « Garches » du 14 octobre 1947. Examen direct. & 4 800. 


trouvent actuellement dans notre étuve. Elles ont été soumises 
ui tous les repiquages et examens microscopiques dusage. Nous 
pouvons constater que ce sont les formes a végétation phyto- 
yléique, qui sont les plus résistantes et qui conservent leurs 
caractéristiques morphologiques du début. 
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En observant les cultures micro-aquarium, nous avons pu 
constater que l’eau surnageante ne contient pas de SH, si la 
couche des pullulations est abondante, donc la nappe des Thio- 
rhodacées a la surface du dépéot de boue et détritus végétal forme 
barrage, ne laissant pas passer le SH,, ce qui explique la pré- 
sence des truites dans le cours d’eau au lieu du prélévement. 


Fic. 7.€— Thiospira sp. Ech. « Garches » du 14 octobre 1947. 
Examen direct. 1 800. 


Echantillon « Garches ». — Prélevé le 14 octobre 1947 en différents 
points de la pitce d’eau du Pare de l'Institut Pasteur. 

L’examen direct du prélévement révéle la présence d’a peu prés les 
mémes espéces A végétations phyltogléiques que nous avons observées 
dans |’échantillon « Chantilly ». 


La forme la plus intéressante est une Thiospire blanche, trés 
mobile, ressemblant a Thiospira winogradskit {[Omelansky] 
(fig. 7), que nous avons pu photographier, ainsi qu’une grande 
forme de Chromatium, Chromatium okenit, dont la présence nous 
a été signalée par M. Prévot, qui l’a observée a l’époque de 
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sa pullulation la plus active, au mois de septembre (fig. 6), 
quand l’eau est colorée en rouge sang par l’abondance des pullu- 
lations. Nous avons aussi observé une forme de Rhabdochro- 
matium a cellules en forme de massue. 


Echantillon 53 (2) de la Lagune d’Abidjian (Céte d’Ivoire). — C’est 
le plus récent de nos prélévements. (Voir notre communication en 
collaboration avec J. Appert [Soc. Frang. Micr., séance du 5 juillet 
1951].) Nous n’avons pas pu installer d’aquarium, le matériel A notre 
disposition étant insuffisant, mais nous avons fait une culture brute 
en flacon bouché a |’émeri et exécuté les mémes expériences. 


Les organismes qu'il contient (des Lamprocystis, des formes 
d’Ameebobacter, une forme de Rhabdochromatium), sont tous net- 
tement halophiles, mais différent peu morphologiquement des 
espéces analogues des eaux douces. Des Thiorhodacées halo- 
philes ont déja été observées par différents chercheurs |Gietzen| 
(loc. cit.). Mais il reste & savoir si ce sont des types adaptés par 
la force des conditions écologiques ou non. Ceci pourrait étre 
le sujet d’une étude ultérieure. 


DiscuUsSION ET CONCLUSIONS. 


La méthode des cultures-aquarium n’est pas nouvelle. Elle 
a été employée par plusieurs auteurs, comme nous l’avons men- 
tionné plus haut. 

Nous l’avons utilisée pour voir s’il était possible de maintenir 
la flore des Thiorhodacées morphologiquement inchangées. 

Pendant plusieurs années (de 1944 4 1951) nous avons conservé 
au laboratoire de telles cultures sans addition de sulfate. Il faut 
que la couche de boue primitive soit assez épaisse (1/3 du réci- 
pient). La couche d’algues vertes et de Cyanophycées, qui se 
forme sur la paroi éclairée et qui retombe éventuellement sur 
le fond, fournit une source de détritus végétal supplémentaire. 
Pendant la saison de pullulation active des Thiorhodacées, la 
paroi éclairée du récipient, en contact avec le sédiment de boue, 
se couvre de végétations rouges, qui ternissent pendant les mois 
d’hiver, pour reprendre leur teinte vive a la prochaine saison 
d’activité. Ce phénoméne correspond, dans nos cultures, avec 
celui observé dans la nature. 

Parmi nos cultures-aquarium, « Grenelle II » est la plus 
abondante en pullulation de Thiobactéries. Nous supposons que 
ceci tient au lieu d’origine de |’échantillon (la berge de la Seine). 
Les espéces y sont exposées a un régime plus rigoureux, elles 
subissent l’effet des intempéries et ont acquis une résistance 
naturelle aux changements des conditions écologiques. Les échan- 
tillons « Chantilly » et « Garches » proviennent de lieux plus 
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« abrités » pour ces espéces : un étang et un cours d’eau ; aussi 
sont-ils plus sensibles aux conditions para-écologiques du Jabora- 
toire et donnent des pullulations moins abondantes et plus 
fragiles. 

L’examen détaillé de ces cultures-aquarium et de leurs cultures- 
filles nous a permis de formuler les conclusions suivantes 

Genres & cellules isolées. — En culture pure, les espéces du 
genre Chromatium ont tendance a dégénérer, comme l’ont signaleé 
van Niel, Gietzen (loc. cit.) et d’autres auteurs. Leurs cellules 
deviennent immobiles, se rétrécissent et disparaissent finalement. 
Les Rhabdochromatium ont tendance a donner des formes mons- 
irueuses, si éloignées du type primilif, que van Niel met en 
doute la possibilité de les classer en un genre distinct. Tous 
ces changements dépendraient du pH et de la concentration du 
SH, dans le milieu. 

Dans notre cas, les Chromatium ont tendance a perdre leur 
mohilité aprés un an environ de culture et disparaissent, ainsi 
que les Rhabdochromatium. Nous attribuons la cause du phéno- 
méne au fait que ces cultures sont envahies par les formes 
a végétation phytogléique, qui finissent par les étouffer, phéno- 
méne qui ne pourrait pas se produire dans la nature ot l’espace 
4 leur disposition est beaucoup plus vaste. 

Les Thiobactéries filamenteuses blanches, ayant besoin d'une 
cau courante, ne peuvent pas élre conservées par notre dispositil. 

Genres a végétation phytogléique. — Van Niel et d’autres 
auteurs (loc. cit.), ayant observé ces genres en culture pure, 
signalent leur tendance a la dégénérescence. Lamprocystis, Thio- 
cystis et les Amcebobacter perdraient leurs caractéres distinctifs. 

Au contraire, dans les cultures-aquarium, ces genres se sont 
montrés les plus résistants, présentant une végétation luxuriante, 
qui étouffe les autres genres non phytogléiques. 

Il faut souligner ici l’analogie avec les microorganismes nilri- 
fiants, chez lesquels les genres a cellules isolées sont plus into- 
lérants aux espaces confinés et aux conditions défavorables. 

Ln résumé, nous conslatons que les espéces de Thiorhodacées 
au végélation phytogléique, supportent bien la culture en aqua- 
rium, ainsi que les cultures brutes en flacons bouchés a l’émeri, 
pourvu, dans ce dernier cas, que les cultures soient réalimentées 
en métabolite. 

Leur morphologie reste inchangée et les genres, par consé- 
quent, restent distincts, ce dont on doutait en se contentant de 
Vobservation en culture pure. 
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ACTION DE L’ACRIFLAVINE SUR LES LEVURES 


Vill. — DETERMINATION DU COMPOSANT ACTIF 
ET ETUDE DE L’EUFLAVINE 


par H. MARCOVICH. 


(Institut de Génétique du C.N.R.S. 
et Institut de Biologie Physico-Chimique, Paris.) 


Dans les mémoires précédents de cette série a été décrite la 
transformation que subit une population de levure de boulangerie 
sous l’action de l’acriflavine. Cette transformation aboutit rapi- 
dement a la prépondérance, dans les cultures, d’un mutant carac- 
térisé par la taille réduite de ses colonies, due & une déficience 
respiratoire. Cette caractéristique a valu a la forme mutante le 
nom de « petite » par opposition & la forme normale ou 
« grande ». 

L’étude quantitative de ce phénoméne, effectuée par Ephrussi, 
L’Héritier et Hottinguer (1949) [4], a montré qu'il s’agit d’induc- 
tion de mutations et non de sélection de mutants spontanés. En 
effet, les courbes de croissance des « grandes » et des « petites » 
qui constituent la population d’une culture de levure se dévelop- 
pant en présence d’acriflavine montrent qu’aprés une légére aug- 
mentation initiale, le nombre des « grandes » reste stationnaire, 
puis, vers la dixiéme heure, commence a décroitre. L’effectif des 
« petites » évolue différemment : pendant les huit a dix premiéres 
heures, son accroissement est extrémement rapide, puis se ralentit 
pour se poursuivre & une vitesse constante et semblable a celle 
dune culture pure de « petites » soumise aux mémes conditions. 

Pour expliquer le mode de variation de l’effectif des « petites », 
les auteurs ont admis que celui-ci croit sous l’effet de deux 
facteurs : la multiplication des « petites » existant a chaque 
instant, et lapport de nouveaux mutants formés a partir des 
« grandes ». Selon les proportions des deux types cellulaires, 
"un ou Vautre des deux facteurs prédomine. Ainsi, pendant la 
phase initiale d’accroissement rapide, la proportion des « petites » 
est trés faible et c’est la mutation qui est le phénoméne dominant. 
Dans la deuxiéme phase, au contraire, ot la proportion des 
« grandes » est relativement faible, l’accroissement est surtout di 
4 la multiplication propre des « petites ». 
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A partir de ces courbes, Ephrussi, L’Héritier et Hottinguer 
(loc. cit.) ont calculé la anabuon des « grandes » a Vaeccois: 
sement des « petites ». Soit g le nombre de « petites » que forment 
a un instant donné G « grandes », pendant l’unité de temps. Le 


rapport -. appelé taux de transformation, mesure la contribution 


fournie par une « grande » a l’accroissement des « petites ». 
La valeur de ce taux dépendant a la fois de la vitesse de multi- 
plication des « grandes » et de la fréquence des mutations, ses 
rapports avec le taux de mutation proprement dit n’ont pas pu 
étre établis dans des conditions ou le taux de multiplication n’ était 
pas mesurable. 


* 
kk 


L’acriflavine utilisée dans les travaux que nous avons cités esl 
un mélange de deux diamino-acridines : la Proflavine et l’Eufla- 
vine (1). 

Nous avons cherché, dans le travail que l’on va lire, a établir 
la part de chacune de ces substances dans I’activité mutagéne de 
Vacriflavine. Ayant trouvé que |’Euflavine est le corps respon- 
sable de cette activité, nous en avons fait une étude plus détaillée. 
Les modalités de l’action de cette substance a certaines concen- 
trations nous ont permis de définir et de mesurer le taux de 
mutation. 


TECHNIQUES ET MATERIEL. 


SoucHe DE LEvuRE. — Nous avons utilisé dans nos expériences 
la souche de levure diploide Saccharomyces cerevisiae « Boulan- 
gerie II » provenant de la collection du Laboratoire des Fermen- 
tations de |’Institut Pasteur de Paris. Cette souche est constam- 
ment entretenue par passages en milieu synthétique (voir plus 
bas). Ce milieu présente l’inconvénient sérieux de favoriser la 
production d’amas de cellules, particulicrement en présence 
d’acridine. On sait que les levures se reproduisent par bourgeon- 
nement. Dans un milieu complexe, la cellule fille se détache au 
moment oti la mére a commencé a produire un nouveau bourgeon ; 
le plus souvent, la fille a également commencé A hourgeonner. 
Dans notre milieu, la séparation entre la mére < la fille n’est 
pas toujours immédiate, ce qui donne quelques amas volumineux 


(1) Dans ce travail nous désignons par Euflavine un corps pur dont 
nous donnons la formule plus loin. Le professeur A. Albert suggére 
de l’appeler « Proflavine méthochloride » pour éviter toute confusion 
avec des substances appelées Euflavine et qui sont des mélanges 
a Vexemple de 1’Acriflavine. 
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comportant parfois plus de 10 cellules. Toutefois, pendant la 
phase de croissance exponentielle, 60 & 70 p. 100 des groupes ne 
comportent que 2 cellules, tandis que 2 a 3 p. 100 sont formes 
par plus de 10 cellules. ‘La présence d’acridine favorise la 
formation de gros amas, dont la proportion atteint en période 
exponentielle prés de 30 p. 100. Les groupes de 2 cellules ne 
forment plus qu’environ 40 p. 100 de l’ensemble, et les amas de 
3, 4 et 5 éléments constituent le reste de la population, soit 20 
a 30 p. 100. Il faut noter que ]’on ne trouve presque pas de 
cellules isolées dans une culture en pleine croissance. 


Minieu pe cutture. — Afin d’éviter les variations du milieu 
susceptibles d’entrainer des interférences incontrélées avec les 
acridines, nous avons substitué au milieu complexe, utilisé jus- 
quici, un milieu synthétique dont la formule est la suivante : 


Solulion A. Solution B. 
POTHEN Haas es, ois <0 oe 6g ENCORE. Sn 5p o oe go © 10 ¢ 
RO TK auence sad se cert vont eee 0,2 ¢ BiOuUne Rica ates, See 2 pg 
Clo Carrere. i. isirt.: ss Lert in 0, 00tecs seS-alamines. Qi. ses i 5 0,002 g 
Citrate de Na cristallisé. . 4g SO (Mom Opr cue 0,25 ¢ 
NGOHIN 52 eves, sa eo 42 cm? Sulfate de fer ammoniacal 
H,O distillée . ... Q.S:. 900 cm? eristallisés per. se 450 ug 

HO" distilléess © ©) QUSiewcttcie 


Les divers sels sont dissous dans l’ordre indiqué et la solu- 
tion B ajoutée a la solution A. Le pH final est 6,2. Ce milieu 
est suffisamment tamponné pour que le pH ne commence a 
décroitre qu’aprés une croissance de vingt-quatre heures. 

La stérilisation se fait par filtration. 


Acripines. — Nous avons employé les substances suivantes : 

1. Acriflavine. — Cette substance provient des British Drug 
Houses, Londres. C’est un mélange de Proflavine et d’Euflavine 
dans les proportions approximatives de 1 a 2. 

2. Proflavine (sulfate acide de 2-8 diamino acridine). — Ce corps 
provient de la National Aniline Division, Allied Chemical and 
Dye Corp., New-York. Sa formule est la suivante : 


S0,H — 


3. Euflavine purifiée (chlorure de 2-8 diamino 10 Méthyl acri- 
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dine). — Nous devons cette substance a l’amabilité du professeur 
A. Albert. 


PENI ee 


H,N — | en 
YEG - 


Chaque acridine est dissoute dans de l’eau distillée a la concen- 
tration pondérale de 1 : 1 000. Cette solution mére est stérilisée 
par filtration et gardée & Vobscurité et a la température du labo- 
ratoire. 

Les constantes de dissociation de Ja Proflavine et de l’Euflavine 
sont respectivement 9,5 et > 12. Ces deux substances sont douées 
d’un pouvoir toxique semblable 4 Végard de nombreux germes. 
D’une maniére générale, les bactéries Gram positives sont plus 
sensibles que les Gram négatives (Albert, Rubbo, Goldacre, Davey 
et Stone, 1945 [8)). 


CoNnDUITE DES EXPERIENCES. — Nous ensemencons la levure dans 
des fioles d’Erlenmeyer de 50 cm* contenant 20 cm* de milieu 
synthélique, additionné de la substance étudiée 4 la concentration 
requise. L’inoculum comporte environ 200000 cellules. A des 
intervalles variés, des prélévements de 0,5 cm*® sont effectués 
et gardés a 0° jusqu’au moment de |’étalement. Chaque étalement 
sc fait sous le volume de 0,1 cm* d’une suspension, diluée de 
maniére a fournir 150 a 200 colonies par boite, contenant 30 cm* 
de milieu au touraillon gélosé (Ephrussi, Hottinguer et Chimenes, 
1949 [4)). 

Les étalements aussitét effectués, les boites de Petri sont 
incubées A 25° et ne sont examinées qu’au bout de soixante-douze 
heures. 

Le controle de Ja mortalité cellulaire est fait par le test au bleu 
de méthyléne a la concentration pondérale de 1/10 000. 

La densité des suspensions est évaluée par comptage hémati- 
métrique. Etant donné Vimpossibilité de compter les cellules 
dans les gros amas, force nous est de prendre pour unité, non 
pas la cellule, mais l’amas de cellules. Puisque nous trouvons 
1,5 a 2 fois plus de colonies dans les boites que ne le fait 
prévor le nombre des amas complés 4 Vhématimétre, un 
certain nombre de ceux-ci doit se dissocier au cours de léta- 
lement. On peut en conclure que les colonies sont, pour la 
plupart, issues d’amas peu volumineux. Comme les grandes 
ont un avantage sélectif sur les petites, i] suffira d’une grande 
dans un groupe de petites pour donner une grande colonie. 
Seuls les groupes ne contenant que des petites donneront des 
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petites colonies. Il échappera done toujours un certain nombre 
de petites dont l’effectif n’est connu que par défaut. 

Pour dénombrer avec précision les grandes, dans une popu- 
lation ow elles ne constituent qu’une faible fraction de l’effectif 
total, nous avons pratiqué des étalements massifs comportant jus- 
qu’a 10 000 colonies par boite de Petri. Les dénombrements sont, 
dans ce cas, effectués dés la quarante-huititme heure: a ce 
moment les petites sont A peine visibles et forment une nappe 
de colonies minuscules qui ne génent pas le comptage des 
erandes. 


RESULTATS EXPERIMENTAUX. 


ACTION DE L’ACRIFLAVINE EN MILIEU SYNTHETIOUE. —- Nous nous 
sommes demandé, en premier lieu, si l’acriflavine produit en 
milieu synthétique le méme phénoméne qu’en milieu complexe. 
Nous avons done reproduit, dans les conditions décrites plus haut, 
ine expérience dans laquelle la concentration de Vacriflavine 
était de 1: 2.10°. Les résultats de cette expérience sont donnés 
par le tableau I et la figure 1. 


TasLeau I. — Evolution des effectifs des grandes et des petites 
dans l’acriflavine a 1: 2.40°. 


(Les nombres de grandes et de petites sont calculés pour 0,1 cm? de culture.) 


PETITES 
HEURES er Pree en 
= Nombre Pourcentage 

ORD meter. ae 4.992 20 4,02 

3. 2 934 270 8,4 

6. 3 652 1 610 30,5 

on 3 944 37129 48 

LOTR Re. eVGA 4 220 11 058 de, 

Re oo oo eae 3 720 59 960 94 

22). 3 200 408 000 97 

tee Gago oleae 4 200 333 200 ORG 


ll en ressort clairement que le phénoméne décrit par Ephrussi, 
Hottinguer et Chimenes (1949) [4] est reproduit dans nos condi- 
tions (voir en particulier l’allure de la courbe de croissance des 
petites). Une différence apparait toutefois en ce qui concerne le 
comportement des grandes. Aprés une légére croissance initiale, 
au lieu de décroitre, comme cela a été le cas dans les expériences 
d’Ephrussi, L’Heéritier et Hottinguer [4], leur nombre semble 
rester constant jusqu’a la fin de l’expérience. 


* 
** 


Nous avons ensuite étudié séparément chacun des deux consti- 
tuants de lacriflavine. 
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Proflavine (2-8 diamino acridine). — Comme le montrent la 
figure 2 et le tableau II, la Proflavine a la concentration de 
L : 6.10° (qui est la concentration partielle de ce corps dans 


L. 

ACRIFLAVINE 
1 
ator 


AS 


10 


O 4 8 12 16 20 2 28 


Fic. 1. — Courbes de croissance de la souche BIl en milieu synthétique, 
additionné d’acriflavine. En trait épais, la courbe des « grandes »; en trait fin, 
la courbe des « petites ». Ordonnée : log, du nombre de colonies; abscisse : 
heures. 


lacriflavine & 1 : 2.10°) ne reproduit pas le phénoméne. Les 
grandes croissent avec un temps de génération moyen de deux 
heures quarante minutes, qui est précisément celui de la culture 
iémoin sans acridine. 

La proportion des petites reste constante ct voisine de 1 p. 100. 
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PROFLAVINE 
1 


10 


Heures 


0) A 8 12 16 20 24 28 


lic, 2, — Courbes de croissance de la souche B ILen milieu synthétique, addi- 
tionné de Proflavine. Ordonnée : log, du nombre de colonies ; abscisse : heures. 


Tasteau II. — Evolution des effectifs des grandes et des petites 
dans la Proflavine a la concentration de 4 : 6.40°. (Voir légende au 
tableau I.) 

NOMBRE eee 
HEURES eR rg 
Reset ates Nombre Pourcentage 
Netter ret tic terol Cea tp: aah 4 262 21 TG 
diy. ih Gaete dhe ipeteaae 4 672 24 1,3 
ae RIES SS 2 208 20 0,9 
DicOU co... <6) aes 4 AAS 46 1,03 
ieee kOe. Semen CR 5 804 50 0,86 
WANE Ga die yey vay haty Gea AES yg OR8oe 482 0,91 
Anse Seeger Met) te ans 69 810 AAA (),64 
DOMMES) ca! -«:. 1a) Ups Wren key mre 724 892 6 306 0,87 
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Méme a une concentration supérieure (1 : 2.10*), la Proflavine 
ne s’est pas révélée plus active. 

Ces résultats nous ont conduit a penser que, dans I’acriflavine, 
le corps actif devait étre l’Euflavine. C’est pourquoi cette derniére 
nous a paru mériter une étude plus détaillée ; aussi l’avons-nous 
éludiée a de multiples concentrations. 

Euflavine (2-8 diamino 10 Méthyl acridine), — Les résultats des 
expériences réunis dans le tableau III et la figure 3 permettent, 
en effet, de constater qu’a linverse de la Proflavine, cette sub- 
stance est douée d’une activité considérable. 

A Ja concentration de 1:5.10’ (fig. 3A), la croissance des 
cellules normales n’atteint la phase exponentieclle qu’aprés une 
période de latence de six a huit heures. Le temps de génération 
moyen, pendant cette phase, est de deux heures quarante minutes, 
comme dans le témoin. Quant aux petites, leur proportion reste 
voisine de 1 p. 100. Une expérience a 1:4.107 a donné les 
mémes résultats. A la’ concentration de 1:2.10° (fig. 3B), la 
eourbe de croissance des grandes est semblable a la précédente, 
mais celle des petites s’éléve aprés une courte période de latence. 
La proportion de mutants passe de 1 p. 100 a 30 p. 100 environ 
et se maintient a cette valeur pendant la période exponentielle 
de la croissance des grandes. La rapidité d’accroissement des 
petites au début de Vexpérience, jusqu’éa un taux d’équilibre trés 
élevé, permet de supposer que cet accroissement est dt, en 
grande partie, a l’apport de nouveaux mutants, formés par les 
grandes. I] y aurait donc mutagénése, mais celle-ci serait insuffi- 
sante pour retentir sur la forme de la courbe des grandes. Nous 
en verrons |’explication au cours de la discussion. 

A la concentration de 1:107 (fig. 3), les courbes obtenues 
sont tout a fait comparables a celles observées dans |’acrifla- 
vine (fig. 1). La pente de la deuxiéme portion de la courbe des 
petites correspond a un temps de génération moyen de trois 
heures quarante-cing minutes. 

A 1:5.10® et aA 1: 2.10°, les courbes ne différent pas des pré- 
eédentes. Tout au plus note-t-on, a cette derniére concentration, 
un léger ralentissement de la croissance des petites dont le temps 
de génération est voisin de quatre heures. 

A 1: 10° (fig. 3D), la pente de chacune des deux portions de 
la courbe des petites est plus faible que dans le cas des concen- 
trations précédentes et le temps de génération est aux environs 
dle quinze heures. 

Enfin, 4 la concentration de 1 :5.10° (fig. 3 E), le phénoméne 
de transformation n’est plus reproduit. L’effectif des grandes 
décroit réguliérement et celui des petites augmente plus vite 
dans les premié¢res heures de l’expérience qu’a la fin, mais, 
semble-t-il, sans décrire une courbe diphasique. Nous verrons 
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plus bas (voireDiscussion) comment on peut inlerpréter ces fails. 

Il est intéressant de remarquer que, dans toutes les concen- 
trations qui reproduisent le phénomeéne, le changement de pente 
de la courbe des petites se situe vers une proportion de 50 p. 100 
de mutants. 

Notons enfin que le test de mortalité effectué a l'aide du bleu 
de méthyléne n’a montré de cellules colorées qu’a la seule 
concentration de 1 :5.10°.. 


Discussion. 


1° Il ressort’ des résultats expérimentaux que nous venons 
d’exposer que seule l’Euflavine est responsable de l’activité muta- 
gene de l’acriflavine. La Proflavine, en effet, est incapable, a la 
concentration partielle qu’elle réalise dans lacriflavine, de 
modifier d’une maniére quelconque le pourcentage des mutants 
et n’influe pas sur la vitesse de croissance des grandes. 

Comme par ailleurs, 1’Euflavine donne des courbes entiérement 
comparables a celle de Vacriflavine, nous concluons que la pré- 
sence de Proflavine, dans les proportions ot elle se trouve dans 
Vacriflavine, ne modifie en rien l’activité de la premiére. 

La comparaison des propriétés et des formules chimiques de 
ces deux substances indique que l’activité mutagéne considé- 
rable de |’Euflavine est liée a la présence du radical CH, sur 
Vazote du noyau d’acridine (2). 

2° Aux concentrations d’Euflavine qui reproduisent le phéno- 
méne de transformation, on observe un fait important : la cons- 
tance de Veffectif des grandes. Ceci nous permettra des déduc- 
tions qui étaient interdites du fait des variations de ce para- 
métre dans les expériences d’Ephrussi, L’tléeritier et Hottinguer 
(1949) [4]. Ces auteurs avaient pu croire, en effet, a la dispari- 
tion des grandes dont la proportion devenait de plus en plus 
faible et dont Veffectif, pour cette raison, paraissait décroitre 
pour tendre vers 0 a la fin des expériences. Ce fait est trés 
sensible dans le miheu qwils utilisaient et ot la croissance est 
lrés rapide. Dans notre milieu, au contraire, la raréfaction -des 
grandes est beaucoup plus lente et généralement nous arrétons 
hos expériences & un moment ot leur proportion est de l’ordre 
de 0,5 41 p. 100. 

C’est pour étre certain de la conslance des grandes que nous 


(2) L’activilé de cette substance pourrait étre en rapport avee le fail 
que c’est une amine quaternaire tandis que la Proflavine est une 
amine tertiaire. Dans la série des acridines, les amines quaternaires 
ont une réactivilé plus grande que les tertiaires (A. Albert. Commu- 
nication personnelle). 
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avons praliqué des élalements massifs dont nous avons  parlé 
plus haut (vow Technique) et qui nous ont permis de vérifier 
que la courbe de leffectif des grandes est bien horizontale. 

Il faut mentionner ici les expériences de microdissection 
d’Ephrussi et Hottinguer (1950) [5] qui, travaillant avee l’Eufla- 
vine, ont confirmé la conclusion selon laquelle il y a bien induc- 
tion de mutations sous Veffet de l’Euflavinc. Une cellule de 
levure élant plongée dans du milieu euflaviné, chacune des 
cellules qu’elle forme est isolée et aussitot portée dans du milieu 
normal. Il en est de méme de la cellule-mére aprés qu’elle ait 
produit un certain nombre de bourgeons. La réaction du Nadi, 
caractéristique de la cytochrome-oxydase, est appliquée aux 
clones issus de chaque cellule ainsi isolée. Elle montre que la 
cellule mére donne toujours une culture normale (Nadi posilif), 
landis que scules, les cellules filles donnent des clones mutants 
(Nadi négatif). 

Pris conjointement, les résultals de ces expériences, Vallure 
de la courbe des grandes et Vabsence de mortalité permettent 
de dire que |’Euflavine, aux concentrations qui produisent le 
phénoméne typique, ne transforme pas la cellule mere, mais agit 
de sorte que sa descendance entiére soit mulée. Cela nous per- 
mettra de définir un taux de mutation. 

Désignons par n, le nombre de bourgeons mutés et par ny le 
nombre de bourgeons normaux formés par un certain nombre 
de cellules normales, dans un intervalle de temps donné. ng+ np 
est évidemment le nombre total de descendants de ces cellules. 
Nous appellerons taux de mutation le rapport 


Np 
Ny + Np 


qui, on le voit, exprime la probabilité pour qu'un bourgeon pris 
au hasard soit un mutant. 

Remarquons que, dans expression de ce taux, n’interviennent 
ni la vitesse de multiplication, ni le nombre de cellules-méres 
qui ont donné naissance a ces ny +n, cellules-filles (3). 

Dans les expériences ot les grandes restent en nombre 
approximativement constant, la courbe de croissance que nous 


(3) Il faut souligner que ce taux n’a de sens gue si l’on sait le 
devenir des cellules méres: bien que nous ne connaissions pas de 
substance capable de transformer les celules méres elles-mémes, la 
possibilité n’en est pas exclue. Le taux de mutation que nous avons 
défini ne serait utilisable, dans une telle éventualité, que si Von pou- 
vail distinguer les cellules mutantes issues des grandes par bourgeon- 
nement, de celles qui en proviendraient par transformation des cellules 
meres. 


464 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


avons tracée est une horizontale. Nous en avons conclu qu'il ne 
se forme pas de bourgeons normaux (ny= 0) el que, par consé- 
quent, le taux de mutation, tel que nous Vavons défim, est 
égal a 1. 


Cette valeur est en réalité une limite supérieure de ce taux. Pour 
en établir la limite inférieure, il nous faut estimer  l’accroisse- 
ment Ng maximum de grandes qui puisse étre compatible avec les 
points expérimentaux. Il s’agit donc de déterminer la pente de la 
droite la plus oblique qui puisse étre ajustée 4 ces points. Cette pente 
est déterminée de la maniére suivante : 

On calcule d’abord la pente b de la droite de régression la mieux 
ajustée aux points expérimentaux. Cetle pente est mesurée par le 
rapport de la covariance des coordonnées x4 et y a celle de z. 

S (x —2) (y—y) 


oe lgigeaaye p 


L’erreur est donnée par le rapport de la variance liée de y a la 
variance de 2. 
zi 


ae 
Sige RA 
see 


2 


Co 


b S( 


—— 


7 


Kn ajoutant a b, deux fois Verreur standard 9,, on obtient la 
pente cherchée. Connaissant alors cette pente, il est possible de 
calculer ng dans un intervalle de temps déterminé. 

Le calcul effectué sur les données d’une expérience avec 1|’Euflavine 
i 1°: 107 (tableau III, C) donne pour b la valeur — Q,041 et 
pour g, 0,037, d’ot 


b + 2on =— 0,044 + 2 X 0,037 = 0,033. 


Cette valeur correspond, pour les dix premieres heures de l’expé- 
rience, 4 un Ng maximum égal a 425. 
Pendant ce méme laps de temps, les grandes ont donné n, = 3738. 
D’ot 
nP 3-78 
ng try 423 +3 738 


= 0,892. 


Ce rapport étant fortement sous-estimé, la valeur réelle du taux 
de mutation doit donc étre trés voisine de 1. 


3° Puisque, aux concentrations supérieures a | : 107, les cellules 
normales ne peuvent produire que des mutantes, la premiére 
partie de la courbe des petites nous renseigne directement sur 
leur vitesse de multiplication. Connaissant a A un instant déter- 
miné, il est possible de calculer le temps de génération moyen 
des grandes dans un intervalle de temps donné 

Appelons Gz, Veffectif des grandes au temps 1, ; 

G;, Veffectif des grandes au temps {, ; 
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Al, 
adt le nombre de petites produites par les grandes dans 


OG, 
Vintervalle de temps t,-t,. 
_ Pendant cette durée, le temps de génération moyen, soit 0, est 
donné par la relation : 


Dans nos expériences, ot les grandes restent constantes, on 
a évidemment : 
GaGa 


Nous avons calculé 6 a différentes concentrations d’Euflavine, 
au cours des premiéres heures des expériences, et nous avons 
obtenu les valeurs consignées dans le tableau IV. 


Tasteau IV. — Temps de génération moyen 09 en fonction du temps, 
a diverses concentrations d’Euflavine. 

CONCENTRATION 3A5n. SaQ9uH. TAQIH. 9 A411 4H. MOYENNE 
"iC aie ees amy TI ee a 10,9 4,6 2413 1,6 
ARS A Oi eee Veen naere 9,7 4,6 4,55 WAS 
LOA) ee ea 3,9 2,23 1,33 5,9 
META py ak Roe 85 25 4,8 5,8 13,9 


Ces nombres qui, bien entendu, ne donnent la vitesse de mulli- 
plication moyenne des grandes qu’avec une «assez mauvaise 
approximation, sont calculés pour des intervalles de temps de 
deux heures. On constate une accélération de la vitesse de multi- 
plication avec le temps, qui met en évidence une véritable période 
de latence, analogue a celle que nous avons décrite pour les 
concentrations plus faibles (voir fig. 3 A). 

4° Nous avons calculé les valeurs du taux de mutation et celles 
du taux de transformation, au cours des premiéres heures d’une 
expérience a la concentration de 1:10’, c’est-a-dire pendant la 
phase de latence que nous venons de mentionner. Les valeurs 
que nous trouvons sont réunies dans le tableau V. 

On voit que le taux de mutation reste pratiquement constant ct 
voisin de 1, et quil est indépendant du taux de multiplication 
pendant cette période. Notons quil en est autrement du taux de 


. a . - 
transformation yj qu s’éléve constamment pendant ce méme 
J 


intervalle de temps, puisqu’il est directement fonction de la 
vitesse de multiplication des grandes. 


(4) Cette formule nous a été donnée par le professeur Ph. L’Héritier. 


466 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


Tapteau V. — Taux de mutation et taux de transformation 
en fonction du temps. 


4 HEURES 6 HEURES 8 HEURES 


Temps de génération, 6, des grandes. 43 H. 10». 9 4 n. 6 
ec A AT UNI SIRS ee et LO 712 964 
NG eS Sots omens. ace 450 64 428 
a nf 0,90 0,92 0,88 
ny + Ny 

a 

=a Aran o. SecA One 0,038 0,18 0,29 


5° L’étude des deux portions de la courbe des petites va nous 
fournir encore un renseignement. Nous avons vu, au début de 
ce travail, que l’on peut considérer, en premiére approximation, 
Vaccroissement des petites pendant les premiéres heures de 
lexpérience comme étant dai essentiellement a Ja mutagénése, 
e’est-a-dire au bourgeonnement des grandes. Pour la deuxiéme 
portion, l’accroissement des petites serait da a leur multiplica- 
tion propre. 

Dans le tableau VI, nous donnons les valeurs des deux pentes 
de la courbe des petites & 4 concentrations d’Euflavine. (Il n’y 
a aucun avantage a calculer, d’aprés ces pentes, un temps de 
génération moyen, car cela nous obligerait, dans la premiére 
portion, & lenir compte du nombre de grandes.) 


TasLeau VI. — Pentes des deux portions de la courbe des petites 
en fonction de la concentration d’Euflavine. 


Concentration. .... 4 #40’ yy eases (Ue AP De siOe 4 OF 
Pente de la 1" portion. 4,7 1,6 ArT 0,78 
Pente de Ja 2° portion. 0,54 0,58 0,46 0,20 


On remarque d’abord que, pour les trois premiéres concentra- 
tions, les pentes des portions correspondantes de chaque courbe 
sont trés voisines ; la vitesse de multiplication des cellules serait 
done, dans la zone des concentrations étudiée, indépendante de 
la teneur en aeridine, ce qui revient a dire que la vitesse de 
multiplication des cellules n’est pas affeetée par VEuflavine. A 
1: 10°, les deux pentes de la courbe des petites sont, au 
contrare, tres netlement diminuées, et ceci dans des proportions 
trés voisines. I] semble plausible d’admettre que les vitesses de 
multiplication des cellules normales et des cellules mutantes se 
trouvent freinées scnsiblement de la méme maniére par )’Eufla- 
vine (5). Ceet est en opposition avee la conclusion d’Ephrussi, 


(5) Remarquons que leffet freinateur sur le taux de multiplication 
des grandes ct des petites n'est pas estimé dans des conditions iden- 
liques, puisque l’évaluation se fait pour les premiéres en phase de 
Jatence et, pour les secondes, en phase exponentielle, 
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I Héritier et Hottinguer (1949) [4] quant au caractére lamarkien 
de la mutation induite par l’acriflavine. Ces auteurs ont été 
conduits 4 cette conclusion par la constatation que le temps de 
génération moyen des grandes, calculé dans les premiéres heures 
de l’expérience, est supérieur au temps de génération des petites. 
N’ayant pas mis en évidence une période de latence, ils avaient 
pu croire que la forme mutante est la mieux adaptée a croitre 
en présence d’acriflavine. 

Le freinage de la multiplication cellulaire dont nous avons 
parlé met en évidence l’effet toxique de \’Euflavine. Nous voyons 
que celui-ci est netlement distinct de Veffet mutagéne, puisque 
ec dernicr est maximum a des concentrations ot il n’y a aucun 
ralentissement de la vitesse de multiplication. 

Nous résumerons ce paragraphe en disant que Il’ EKuflavine 
présente deux propriétés distinctes : toxicité et mutagénése. Dans 
une échelle de concentrations croissantes, c’est la mutagénése 
qui se manifeste la premiére et atteint son intensité maxima alors 
que la toxicité est encore négligeable. 

Ce qui précéde nous fournira une interprétation de ce qui 
se passe aux trés basses et aux trés hautes concentrations. 

A 1:5.10°, la courbe des grandes marque une décroissance 
continue et réguli¢re. Le test au bleu de méthyléne montre un 
nombre non négligeable de cellules mortes, impossible a évaluer 
avec précision en raison de la grosseur des amas et de lVimpré- 
cision du comptage des cellules vivantes. 

Les petites augmentent rapidement au début, puis plus len- 
tement. Il est légitime de penser que la mutagénése est maxima, 
mais son intensité est masquée par une toxicité élevée. Comme 
nous ignorons si la mortalité, a elle seule, suffit a expliquer la 
baisse des grandes, il n’est pas entiérement exclu que quelques 
grandes ne puissent étre ellesamémes transformées en petites, 
puisque leur courbe de croissance décroit réguliérement, tandis 
que celle des petites s’éléve. 

7° Aux concentrations inférieures 4 1: 107, le phénoméne de 

transformation n’est plus reproduit. Les grandes croissent et, 
aprés un temps de latence de six a hut heures, atteignent la 
phase exponentielle avec un temps de génération moyen ‘de deux 
heures quarante minutes environ. 

A 1:2.107, le pourcentage des petites s’éléve et se main- 
tient aux environs de 30 e 100. Pour les concentrations plus 
faibles (1:5.10" et 1:4.10"), ce. pourcentage reste proche 
de 1 p. 100. 

Nous avons appliqué a ces expériences le calcul du taux de 
mutation spontané utilisé par Ephrussi, L’Héritier et Holtinguer 
(1949) [4] dans le cas d’une population de levures ot les cellules 
normales ct les cellules mutantes sont en équilibre. Nous avons 
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réuni dans le tableau VII les taux de mutation ainsi calculés (6). 


Tasteau VIl. — Pourcentage des petites et taux de mutation a la 
période d’équilibre entre forme normale et forme mutante, pour 
diverses concentrations d’Euflavine. 


Concentralionsie. sees - mtu ts metncer EOe eS he di semtyarl O3 
3 Pourcentage de petites. ... . 30) 4 4 
Taux dermutationl 21). ee . ea 0,21 (), 0056 00,0048 


Le taux de 0,21, calculé pour la concentration de 1: 2.10’, 
montre qu’approximativement 1 bourgeon sur 5 est un mutant. 
Cette « perte » de grandes ne saurait altérer d'une maniére signi- 
ficative l’allure de la courbe de croissance des grandes. Bien que 
Vexpérience n’ait pas pu étre suffisamment prolougée, 1 semble 
qu’a cette concentration puisse s’établir un nouvel équilibre entre 
grandes et petites. 

RESUME. 


1° La substance responsable de l'activilé mutagéne de Vacri- 
flavine est l’Euflavine. 

2° A Végard des cellules de levure, la toxicité et la mutagénése 
sont deux propriétés distinctes, 

3° L’activité mutagéne se manifeste pleinement a des concen- 
trations dépourvues de toxicité décelable. 

4° Quand leffet mutagene est maximum, les cellules normales 
restent en nombre constant. Les bourgeons qu’eclles produisent 
sont tous des mutants. 

5° L’activité mutagéne mesurée par la Pane Pante avee haquelle 
la fille dune cellule normale est mutée est égale a 1, aux concen- 
irations qui produisent le phénoméne de ete te 

6° L’effet toxique parait s’exercer de ja méme maniére 

Végard des cellules normales et mutantes. 

7° Liactivité de VEuflavine est liée a la présence dun 
radical CII, sur azote du noyau d’acridine. 
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(6) Nous avons considéré qu’d ces concentrations, le temps de géné- 
ration moyen des petites est, comme pour 1: 107, de trois heures 
quarante-cing minutes environ. 
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LIVRES REGUS 


Jean Desbordes. — Diagnostic bactériologique des mycobacléries 


(bacilles tuberculeux et para-tuberculeux), Masson ct Gi, 120, 


boulevard Saint-Germain, Paris-6°, 1951 ; 128 pages, prix : 550 fr. 


Les biologistes, cliniciens et phtisiologues liront avec profit la mono- 
graphie de J. Desbordes consacrée au diagnostic des bacilles acido- 
alcoolo-résistants. Cet ouvrage nous apporte une synthése des acquisi- 
tions les plus récentes concernant les lipides, leurs pigments, 
Vacido-alcoolo-résistance et les techniques nouvelles des mycobactéries. 
C’est aux particularités physiques des mycobactéries (forte teneur en 
lipides) que sont dus plusieurs perfectionnements proposés ces der- 
niéres années : la technique des mousses permeltant l’isolement des 
germes a partir de produits pathologiques, la méthode de recherche 
du B. K. par fluoroscopie, la coloration au bleu de nuit et la coloration 
différentielle d’Alexander. La technique de l’inoculation au cobaye 
pour découvrir le B. K. dans les produits pathologiques est limitée par 
la présence des germes associés. Les perfectionnements techniques 
récents ont eu pour but de détruire les germes associés tout en n’alté- 
rant pas le B. K. : les antiseptiques 4 action brutale ont été remplacés 
par les antibiotiques (sulfamides, pénicilline). 

Les techniques de culture en milieux dits « de Dubos » et sur lame 
sont étudiées en détails : les milieux de Dubos permettent la culture 
en profondeur d'une fagon homogéne et rapide. Malheureusement, des 
modifications peuvent se produire dans la physiologie des germes 
ainsi cultivés. La méthode de culture sur Jame est excellente mais le 
eros écueil est d’obtenir un milieu tel que Je « démarrage » de la 
culture soit facilité. Il y a une différence de propriétés physico- 
chimiques entre bacilles virulents et bacilles avirulents : la réaction 
de Dubos et l'étude des diagrammes de diffraction des bactéries aux 
rayons X nous donnent 1a des renseignements. Actuellement le prali- 
cien qui a isolé un M. tuberculosis doit rendre son diagnostic complet 
en précisant le comporlement de ce germe vis-a-vis de la streptomycine 
el du PAS. Sa tache est facilitée par les précisions apportées par 
l'auteur sur le choix du milieu de culture et des techniques de dosage. 

O2G; 


Vy. J. Chapman. — Seaweeds and their uses, Methuen and C?. Ltd. 
36, Essex Street, Strand, London W. C. 2, 287 pages, 20 planches, 
22x14 cm., prix : 25 sh. 


Ce travail est consacré aux utilisations possibles des algues marines. 
Ii est le résultat de travaux effectués en grande partie pendant la 
guerre pour répondre A la raréfaction des matiéres premieres pour 
lesquelles les algues constituent de bons produils de remplacement. 
L’auteur étudie successivement la bolanique, la réparlition géogra- 
phique des algues et l’historique de leur emploi ; puis Vextraction de 
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Viode & partir des algues, Vemploi des algues comme engrais, la prépa- 
ration de la gélose, l'utilisation des algues dans l’alimentation comme 
élément nutritif ou comme gélifiant, enfin la préparation des algues 
el leur emploi médical. 

L’ouvrage se termine par |’inventaire des ressources mondiales en 
algues avec l’étude des méthodes de péche ou de récolte de ces produits 
dont Vimportance économique a été longtemps  sous-estimée. Une 
longue bibliographie est donnée en appendice. 

L’ouvrage est sérieusement documenté et présente l’état actuel d°une 
question qui a beaucoup évolué depuis les ouvrages de Tressler et de 
Sauvageau aujourd’hui classiques et dont l’auteur reconnait toute la 
valeur historique. Les illustrations sont abondantes, la présentation 
impeccable : ce livre réunit une documentation qu/il serait difficile 
de trouver ailleurs & Vheure actuelle. 

128 il be, 


J. H. Burn, D. J. Finney ct L. G. Goodwin. — Biological Slandardi- 
zalion, Oxford University Press, London, New-York, Toronto 1950, 
2° édition, 440 pages, 22x15 cm., prix : 35 sh. 


L’ouvrage est destiné principalement aux pharmacologisles. I traile 
les méthodes de standardisation des produits biologiques ainsi que des 
méthodes pratiques pour évaluer leur activité. L’introduction montre 
la nécessilé d’arriver en pharmacologic A une définition précise des 
produits employés pour rendre comparables les expériences ou la théra- 
peutique, d’ot. la nécessité de définir des unités correspondant a des 
constantes de composition et d’efficacité qui constituent le produit 
standard. Le deuxiéme chapilre analyse le traitement mathématique 
des méthodes possibles dans ]’évaluation de l’activité d’un produit. On 
retrouve 1a les données aujourd’hui classiques issues des travaux de 
Gaddum et de Fisher. Le chapitre suivant étudie dans le détail l’analyse 
slatistique et les différentes méthodes mathématiques employées pour 
te calcul. Ce chapitre (150 pages) est de beaucoup le plus important 
du livre. Il souligne l’importance des méthodes statistiques en biologie. 
Les chapitres suivants sont consacrés aux unités et aux méthodes 
employées pour le titrage et la définition des différents produits biolo- 
giques : extrait’ pituitaire du lobe postérieur, insuline, hormones de 
la surrénale, thyroide, etc. 

Aprés les produits hormonaux, les auteurs étudient les alcaloides 
digitale, strophantus, atropine et leurs substituts, les antipyrétiques, 
analgésiques cl anesthésiques locaux, les produits des sécrétions gas- 
lrique, pancréatique, etc., les curarisants, les antihelminthiques, les 
trypanocides, les substances amebicides, leishmanicides et antimala- 
riques. C’est dire que pratiquement toute la pharmacologie biologique 
est passGe en revue. Des tables de calcul, des tableaux de probabilités 
correspondant aux essais faits sur 5, 10, 15, 20 animaux, des tableaux 
de distribution du +’ et des transformations des pourcentages en 
probits terminent l’ouvrage, concu d’une fagon éminemment pratique 
et qui rendra service 4 tous ceux qu’intéressent la pharmacologie expé- 
rimentale et les dosages biologiques. 

Pe bp 
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Georges Knaysi. — Klemenlts of Bacterial Cylology, Second edition, 
Comstock Publishing Company, Inc. Ithaca, New-York, 1951, 
375 pages. 


La premiere édition du livre de Knaysi a été rapidement Gpuisée. La 
seconde édition, se présente avec Je méme luxe d’illustrations que la 
premiére et de nombreuses améliorations ou additions. Tl] est A peine 
besoin de décrire le contenu d’un livre qui, en quelques années, est 
déja devenu un ouvrage classique et un document fondamental de la 
cytologie bactérienne. Quinze chapitres étudient successivement la 
forme et la taille de la cellule bactérienne, sa composition, son cyto- 
plasme, le noyau et les différents éléments qui constituent la cellule 
ainsi que leurs propriétés physico-chimiques, puis les différentes fonc- 
tions : reproduction, mouvement, sporogénése, colorabilité, etc. Les 
trois derniers chapitres sont consacrés aux cas particuliers des actino- 
mycétes, des spirochétes et des myxobactéries. Une abondante biblio- 
graphie en appendice renvoie aux ouvrages a consulter. La richesse de 
Villustration n’est pas le moindre intérét de l’ouvrage qui, faisant 
surtout appel a la microscopie électronique, montre clairement qu’une 
instrumentation et une technique nouvelles ont permis de rénover 
complétement les méthodes d’étude et cerlaines des conceptions de la 
cytologie. Cette nouvelle édition connaitra sans aucun doute le méme 
succés que sa devanciére. 

1Ys 1b. 


H. Stanley Banks. — Modern Practice in Infectious Fevers. Butter- 
worth et C°. Bell Yard, Temple Bar, London, 1951. Vol. I-II, 
989 pages, 211 figures. Prix : 5 L. 


La description des fiévres infectieuses est un sujet trop vaste pour 
étre traité avec compétence par un seul auteur. C’est la raison pour 
laquelle 50 spécialistes, choisis parmi les maitres les plus expérimenteés, 
ont été appelés a collaborer A cet important ouvrage, édité en 2 volumes 
et contenant de nombreuses références. Les auteurs insistent particu- 
li¢rement sur les découvertes récentes concernant lVétiologie, la patho- 
logie, le diagnostic, la prophylaxie et le traitement des infections aigués. 
Chaque chapitre forme un exposé d’ensemble dans lequel la partie 
clinique est complétée par les éléments de pathologie et de bactériologie 
nécessaires 4 tout clinicien. Les fiévres infectieuses des zones tempérées 
et semi-tropicales, ainsi que les fiévres tropicales les plus importantes, 
sont décrites. La premiére partie du volume I contient les chapitres 
généraux relatifs 4 l’@cologie, 1’épidémiologie, les diagnostics de labo- 
ratoire et l’immunisation. La fin du volume I est divisée en 18 chapitres 
consacrés chacun a une fiévre bactérienne. Dans le deuxiéme volume, 
on trouve 16 chapitres consacrés aux maladies 4 virus, puis quelques 
chapitres sur les fi¢vres dues aux rickettsies, aux spirochétes, aux proto- 
zoaires et aux champignons. Une derniére partie contient la description 
des infections d’étiologie inconnue. ae 

. x. 
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ERRATUM 


Ces Annales, 84, mémoire Ch. Gernez-Rieux, A. Tacquet ct Mie C. Chenet 
« Action tuberculostatique de la Viomycine in vitro et in vivo », p. 159, tableau I 
et p. 162, tableau I, il faut lire la référence du bas de chacun de ces tableaux 
ainsi qu'il suit : « Les nombres expriment la quantité minima de wg par ml 
de viomycine-base qui inhibe le développement de la culture en 12 jours ». 


Mémoire Ch. Gernez-Rieux et A. Tacquet : « Le phénoméne de lhémolyse condi- 
tionnée dans la tuberculose », p. 154, tableau DJ, il faut lire, dans la deuxiéme 
colonne : « fraction polysaccharidique 0,3 et 0,6 », et dans la derniére colonne 
« fraction protéinique 0,5 ». 


AVIS 


ll’ CONGRES INTERNATIONAL DE BIOCHIMIE 


Le Ii Congrés International de Biochimie est prévu, a Paris, du 
21 au 27 juillet 1952. 

Le programme n’est pas encore définitivement fixé. Toutefois, le 
Comité d’Organisation a prévu l’étude de sujets biochimiques d‘actua- 
lité, au cours de 7 symposiums : 

1° Biochimie des stéroides ; 

2° Biochimie de l’hématopoiése ; 

3° Biogénése des protéines ; 

4° Cycles des acides tricarboxyliques ; 

5° Métabolisme microbien ; 


> 
6° Mécanisme d’action des antibiotiques ; 
7° Hormones protéiques et hormones dérivées des protéines. _ 
Les communications portant sur d’autres problémes biochimiques 
seront groupées en sections homogénes. 
Quatre conférences générales seront confiées a des savants qualifiés. 
Les auteurs de communications devront en adresser le titre avant 
le 1 mars 1952 et un résumé de moins de 200 mots avant le 1® avril 
1952, au Secrétaire général: Professeur J. Courtois, 4, avenue de 
l’Observatoire, Paris (VI°). 
Pour recevoir les programmes et bulletins d’inscription, s’adresser 
au Secrétariat du Congrés, méme adresse. 


Le Gérant: G. Masson. 
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